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1 INTRODUCCIÓN GENERAL 
1.1 Enfermedad de Goodpasture, colágeno IV y GPBP, una proteína 
cinasa que regula la organización de la red de colágeno IV en el 
glomérulo renal.  
La enfermedad de Goodpasture es una enfermedad autoinmune descrita 
únicamente en humanos, que se caracteriza por cursar con una 
glomerulonefritis rápidamente progresiva y una hemorragia pulmonar 
(Goodpasture, 1919). El ataque inmunológico lo llevan a cabo anticuerpos 
dirigidos contra la cadena α3 del colágeno tipo IV o simplemente colágeno IV 
(Saus et al. 1988), un componente principal de las membranas basales, que 
son estructuras de la matriz extracelular situadas en los lindes entre las células 
y el tejido conjuntivo de sostén (para Revisión ver Hudson et al. 2003).  
El colágeno IV está compuesto por seis cadenas α estructuralmente 
emparentadas (α1-α6) (Soininen et al. 1987; Hostikka y Tryggvason, 1988; 
Hostikka et al. 1990; Myers et al. 1990; Leinonen et al. 1994; Mariyama et al. 
1994; Oohashi et al. 1994; Zhou et al. 1994). En cada cadena α(IV) se 
distingue una región N terminal colagenosa triple-helicoidal, y otra región 
C terminal globular no colagenosa denominada dominio NC1. Tres cadenas α 
se asocian entre sí formando un protómero, y entre todos los protómeros de 
colágeno IV teóricamente posibles, sólo se han descubierto en la naturaleza las 
asociaciones α1.α1.α2(IV), α3.α4.α5(IV) y α5.α5.α6(IV). En las membranas 
basales, cuatro protómeros interaccionan a través del extremo N terminal y dos 
a través del dominio NC1. La asociación entre los dominios NC1 de dos 
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protómeros genera un hexámero de dominios NC1, o simplemente hexámero, 
que se puede aislar mediante digestión con colagenasa bacteriana. En las 
redes de colágeno IV sólo se han encontrado tres tipos de hexámeros: 
α1.α1.α2(IV)- α1.α1.α2(IV); α3.α4.α5(IV)- α3.α4.α5(IV); y α1.α1.α2(IV)-α5.α5.α6(IV), 
de los que en la membrana basal glomerular (MBG) sólo se expresan los dos 
primeros, en redes de colágeno IV diferentes aunque íntimamente asociadas. 
La red de colágeno IV de la MBG está estabilizada por puentes disulfuro 
establecidos entre cisteínas de regiones triple helicoidales de protómeros 
próximos, siendo estos puentes más abundantes en la red α3.α4.α5(IV)-
 α3.α4.α5(IV) que en la red α1.α1.α2(IV)- α1.α1.α2(IV) (Gunwar et al. 1998). 
Además, clásicamente se había propuesto la existencia de enlaces disulfuro 
intermoleculares estabilizando el hexámero (Siebold et al. 1988), aunque 
recientemente se ha descubierto la existencia de enlaces tipo sulfilimina 
(-S=N-) entre residuos de Met e hidroxi-Lys de protómeros (trímeros) 
adyacentes en la MBG, y de este modo la existencia de enlaces disulfuro 
estabilizando el hexámero se ha puesto en duda (Vanacore et al. 2009) (Fig. 1). 
Por otra parte, la estructura terciaria de los dominios NC1 de cadenas α 
individuales está también estabilizada por puentes disulfuro establecidos entre 
residuos de Cys de la misma cadena (Timpl et al. 1981). La existencia de 
diferentes distribuciones de puentes disulfuro en el dominio α3(IV)NC1 
estabilizando conformaciones alternativas ha puesto en evidencia que este 
dominio diversifica su estructura (Calvete et al. 2006). Los autoanticuerpos que 
se generan en la enfermedad de Goodpasture van dirigidos exclusivamente 
contra el dominio NC1 de la cadena α3(IV) [α3(IV)NC1], por lo que a este 
dominio también se le conoce como (auto)antígeno Goodpasture (Saus et al. 
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1988). Dentro del dominio α3(IV)NC1 hay diversos epitopos crípticos 
reconocidos por los anticuerpos Goodpasture (Wieslander et al. 1985; Borza et 
al. 2000), agrupados en dos regiones principales (Netzer et al. 1999). La 
accesibilidad de los anticuerpos Goodpasture depende del grado de 
reforzamiento de la estructura del hexámero mediante enlaces intermoleculares 
(Hudson et al. 2003). Estos autoanticuerpos se depositan de forma lineal en la 
MBG y en la membrana basal alveolar del pulmón, causando las dos 
manifestaciones clínicas cardinales de la enfermedad de Goodpasture 
(Lerner et al. 1967). 
A pesar de la alta homología estructural existente entre las seis cadenas α(IV), 
sólo el dominio α3(IV)NC1 ha demostrado tener capacidad inmunopatogénica 
en animales de experimentación (Kalluri et al. 1994). El dominio α3(IV)NC1 
FIG. 1. Esquema del ensamblaje del colágeno IV en la MBG. Se esquematiza la formación de 
hexámeros de colágeno IV que se inicia en el interior de la célula y se concluye en el espacio 
extracelular. S=N simboliza la formación de puentes sulfilimina entre trímeros adyacentes. La 




humano, a diferencia de sus homólogos de animales inferiores, presenta 
procesamiento alternativo de exones, lo que da lugar a distintas isoformas con 
masas moleculares diferentes (Bernal et al. 1993). Por otra parte, dentro de 
una homología estructural generalizada, en el extremo N terminal del dominio 
α3(IV)NC1 humano hay una región altamente divergente respecto a regiones 
homólogas de cadenas α3(IV) de otras especies, y respecto a otras cadenas 
α(IV) humanas. Esta región contiene un motivo RGD para la unión a receptores 
celulares tipo integrina que forma parte de un consenso de fosforilación para 
diversas proteínas cinasas (KRGDS9) (Quinones et al. 1992). La secuencia 
KRGDS9 es fosforilada por cinasas endógenas en la Ser9, lo que es una 
característica exclusiva del dominio α3(IV)NC1 humano (Revert et al. 1995). 
Además de esto, recientemente se ha comprobado que el motivo KRGDS9 es 
un sitio principal de anclaje de las células podocitarias (epiteliales) a la MBG en 
la barrera de filtración glomerular, lo que sugiere que el estado de fosforilación 
de la Ser9 puede regular esta unión e impactar de ese modo en la fisiología 
renal (Borza et al. 2008). Por otra parte, como hemos dicho, la estructura 
terciaria del dominio α3(IV)NC1 está diversificada, de modo que en la red de 
colágeno de la MBG se ensamblan múltiples isómeros conformacionales o 
confórmeros, estabilizados por distintos patrones de puentes disulfuro 
intracatenarios. Los distintos confórmeros condicionan el grado de dimerización 
en el hexámero y por ende su accesibilidad a los autoanticuerpos, sugiriendo 
que la isomerización conformacional desempeña un papel central en el proceso 




Con el propósito de identificar proteínas que interaccionan con la región 
divergente N terminal del dominio α3(IV)NC1 humano, se utilizaron de forma 
combinada un péptido sintético que representa esta región y anticuerpos 
monoclonales específicos para rastrear diversas bibliotecas de expresión 
humanas y se identificó GPBP (Goodpasture antigen-binding protein), una 
proteína de 624 residuos que une y fosforila la región de interés (Raya et al. 
1999). La proteína GPBP, expresada por el gen COL4A3BP (Collagen, type IV, 
alpha 3 (Goodpasture antigen) binding protein) en 5q13, contiene varios 
dominios estructurales, entre los cuales queremos destacar el dominio START 
(Steroidogenic acute regulatory protein (StAR)-related lipid transfer), el dominio 
PH (Pleckstrin homology) y una región de 26 residuos rica en serinas 
codificada por el exón 11 del gen (Fig. 2).  
Actualmente se conocen tres isoformas de GPBP: 1) GPBP-1 fue la primera 
que se describió y corresponde al producto canónico del gen COL4A3BP (Raya 
et al. 1999); 2) GPBP-2 (antes llamada GPBP∆26) resulta de un fenómeno de 
empalme alternativo de exones en el que se ha eliminado el exón 11 de 
COL4A3BP, que codifica un dominio de 26 residuos rico en serinas (Raya et al. 
FIG. 2. Representación esquemática de los rasgos estructurales más relevantes de GPBP-1. Se 
muestra la ubicación de los dominios PH y START y del dominio rico en Ser codificado por el 
exón 11 de COL4A3BP. 
Dominio PH Dominio START 




2000); 3) GPBP-3 (antes llamada GPBP de 91 kDa) es una isoforma que se 
genera por una iniciación alternativa de traducción en un codón no canónico 
(Thr) situado en posición 5’ con respecto a la Met canónica (Revert et al. 2008). 
GPBP-1 y 2 presentan un tamaño molecular aparente en torno a 77 kDa, 
mientras que GPBP-3 da origen a un polipéptido de 91 kDa que mediante 
modificaciones post-traduccionales puede generar un polipéptido mayor de 
120 kDa (Revert et al. 2008).  
GPBP-1 es soluble y exportable, se encuentra en el espacio extracelular e 
interactúa con el colágeno IV (Revert et al. 2007; Revert et al. 2008). GPBP-2 
es una proteína de 598 residuos cuya localización está limitada al citosol 
(Revert et al. 2008). Tanto GPBP-1 como GPBP-2 tienen actividad proteína 
cinasa in vitro y son capaces de autofosforilarse, aunque la actividad específica 
de GPBP-1 es superior a la de GPBP-2 (Raya et al. 2000). Por su parte, las 
isoformas de 91 y 120 kDa de GPBP-3 son proteínas asociadas a las 
membranas de la vía secretora que regulan la secreción de GPBP-1 (Revert 
et al. 2008), y su actividad cinasa no ha sido determinada.  
Las proteínas GPBP(1) han sido relacionadas con diversas condiciones 
autoinmunes (Raya et al. 2000). Así, en riñones afectados por la enfermedad 
de Goodpasture, la expresión de GPBP es entre 3 y 4 veces superior a la 
detectada en riñones control, y en experimentos in vitro GPBP cataliza la 
síntesis de confórmeros de α3(IV)NC1 que son característicos del estado de 
enfermedad (Saus 2005), lo que sugiere a priori que GPBP es parte de la 
(1) En adelante, el término GPBP y su plural GPBPs se utilizarán para hacer referencia genérica a 
proteínas procedentes de COL4A3BP sin especificar isoformas. 
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maquinaria que cataliza la formación de la red de colágeno IV in vivo y que su 
forma de operar está alterada en la condición autoinmune. De hecho, en 
experimentos realizados con ratones transgénicos que expresan GPBP-1 
humana (Tg-hGPBP-1) de forma no regulada, se induce una glomerulonefritis 
que cursa con una alteración en la organización de las redes de colágeno IV de 
la MBG (Revert et al. 2007), tal y como se advierte en la Fig. 3. 
1.2 La expresión de COL4A3BP, el gen que codifica GPBP, está 
relacionada con múltiples fenómenos biológicos. 
Hasta la fecha se han publicado diversos estudios con modelos animales en los 
que limitando la expresión de genes ortólogos de COL4A3BP se ha 
demostrado la relevancia del gen en el desarrollo. De este modo, el gen 
ortólogo de Drosophila melanogaster codifica una única proteína de 601 
residuos (GenBank accession NP_648199) cuya ausencia provoca estrés 
oxidativo y acortamiento de la vida en esta especie (Rao et al. 2007). En pez 
cebra (Danio rerio), col4a3bp genera dos mRNAs (EU000165 y EU000166) que 
FIG. 3. Micrografía electrónica de la 
MBG en un ratón transgénico que 
expresa GPBP humana. Se advierte la 
fusión defectuosa de los componentes 
epitelial y endotelial (flechas) de la 
MBG, con la formación de “ojales” en el 
seno del componente epitelial 
(recuadro). En condiciones normales los 
dos componentes endotelial y epitelial 
permanecen fusionados sin solución de 
continuidad. Imagen procedente de la 




codifican los polipéptidos gpbp-1 y gpbp-2, ortólogas de las proteínas GPBP-1 
y GPBP-2 (Granero-Moltó et al. 2008). Gpbp-1 desempeña un papel importante 
y específico en el desarrollo embrionario del cerebro y del tejido muscular, pues 
su ausencia provoca apoptosis en estos tejidos, de modo que la 
sobreexpresión de gpbp-2 no suple la falta de gpbp-1 (Granero-Moltó et al. 
2008). En ratón (Mus musculus), el gen Col4a3bp también genera las dos 
isoformas mGPBP-1(2) y mGPBP-2 (AF232932 y AF232934, respectivamente). 
Se ha demostrado que la ablación completa de la expresión de Col4a3bp en 
ratones knockout produce inviabilidad del embrión y muerte intrauterina. A 
diferencia de los resultados obtenidos en pez cebra, en este estudio, no se 
detectó muerte celular en los embriones de ratón, que abortaron de forma 
espontánea presentando degeneración mitocondrial (Wang et al. 2009). 
1.3 Los productos de COL4A3BP se expresan mayoritariamente en el 
músculo estriado e interaccionan con una nueva familia de 
proteínas, las proteínas GIP.  
El gen COL4A3BP presenta su mayor nivel de expresión en músculo 
esquelético y cardíaco, de acuerdo con estudios previos de Northern blot (Raya 
et al. 1999). En vistas a esclarecer si GPBP pudiera actuar sobre alguna 
proteína muscular de manera similar a como lo hace con el colágeno en la 
MBG, se buscaron posibles sustratos de GPBP en músculo esquelético 
mediante la técnica de dos-híbridos en levadura. Se identificó así un fragmento 
de ácido desoxirribonucleico complementario (cDNA) de 800pb, denominado 
I-20, a partir del cual se efectuó la clonación molecular de 5 cDNAs no 




descritos previamente que resultaron proceder del gen FILIP1L (Filamin A 
Interacting Protein 1-like) situado en la región genómica 3q12, del que también 
procedía un cDNA previamente descrito (U53445) que codificaba una proteína 
conocida como Downregulated in Ovarian Cancer 1 (DOC1) (Mok et al. 1994). 
Las nuevas proteínas FILIP1L se unían de forma específica a GPBP-1, por lo 
que fueron denominadas GIP (GPBP-Interacting Proteins). Todas contienen 
características propias de proteínas estructurales, como una región para la que 
se predice estructura superhelicoidal (coiled-coil) y cremalleras de leucina. 
Cuatro de estas isoformas son de aproximadamente 130 kDa: GIP130a 
(AF514867), GIP130b (AF514868), GIP130c (AF514869), GIP130d 
(AY642382) y una de ellas, GIP90 (AF329092) de aproximadamente 90 kDa. 
Por otra parte, estudios de Northern blot demuestran que aunque el gen 
FILIP1L tiene amplia expresión en tejidos humanos, las proteínas GIP tienen 
expresión preferencial en músculo esquelético y cardíaco (Revert-Ros 2004), 
que son también los tejidos de expresión dominante para las proteínas GPBP 
(Raya et al. 1999).  
1.4 El músculo y el sarcómero. 
El músculo esquelético constituye más de la mitad del peso corporal del ser 
humano. Su función principal es generar movimientos coordinados tanto 
voluntarios como involuntarios, y se caracteriza y diferencia de otros tejidos 
musculares por permanecer anclado al esqueleto. El proceso de formación y 
determinación de células musculares se denomina miogénesis, que tiene lugar 
durante el desarrollo embrionario, y en los procesos de mantenimiento, 
desarrollo y reparación muscular.  
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Durante la miogénesis, los cambios de expresión génica que se producen en 
los miocitos permiten que se fusionen y que formen fibras musculares 
(miotubos), al tiempo que se modifica su citoesqueleto y se generan las 
miofibrillas (Bassel-Duby y Olson, 2006; O´Connor et al. 2008), que constituyen 
la maquinaria contráctil del músculo. En las miofibrillas se distinguen dos tipos 
de filamentos: los filamentos gruesos, compuestos principalmente por miosina 
muscular, la cual constituye más del 50% de la masa proteica de la miofibrilla; y 
los filamentos finos, formados fundamentalmente por actina, que supone a su 
vez el 20% de la masa proteica miofibrilar.  
Tal y como se esquematiza en la Fig. 4, la miosina muscular tiene estructura 
cuaternaria hexamérica, con dos cadenas pesadas (220 kDa) y cuatro ligeras 
(17-20 kDa), y en ella se distinguen dos cabezas globulares y una cola de 
estructura superhelicoidal (coiled-coil). Las moléculas de miosina se asocian a 
través de sus colas para formar los filamentos gruesos, y a través de sus 
cabezas establecen interacciones con los filamentos finos, formados 
principalmente por actina polimerizada. 
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La unidad básica de las miofibrillas es el sarcómero. En los sarcómeros se 
distinguen las bandas A (regiones con miosina), que están separadas unas de 
otras por bandas I (regiones sin miosina). En el centro de las bandas A se sitúa 
la zona H y dentro de esta se encuentra la línea M, donde se cruzan las colas 
de cadenas pesadas de miosina orientadas en sentidos opuestos. En el centro 
de la banda I se ubica el disco Z, en el que se anclan los filamentos de actina 
de dos sarcómeros adyacentes (Fig. 5). Las líneas M y discos Z confieren 
rigidez a la estructura de la miofibrilla. Se entiende por sarcómero la región de 
una miofibrilla comprendida entre dos discos Z consecutivos. En la contracción 
muscular los filamentos de actina se deslizan sobre los de miosina, con lo que 
se aproximan los discos Z entre sí y se acorta el sarcómero (Craig y Padrón, 
2004; Guyton y Hall, 2006).  
 
FIG. 4. Esquema de la asociación de 
los filamentos de actina con la 
miosina en las miofibrillas. Se 
esquematiza la ubicación de las cadenas 
ligeras y pesadas que componen la 







Filamento de miosina 
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1.5 Planteamiento de objetivos. 
Teniendo en cuenta que: 1) GPBP-1 regula la formación de estructuras 
supramoleculares de colágeno IV en la membrana basal glomerular, 2) GPBP-1 
es necesario para la miogénesis en pez cebra, y 3) las proteínas que 
interaccionan con GPBP (GIP) son estructurales y se expresan principalmente 
en músculo estriado, se planteó la cuestión de si las proteínas GPBP podrían 
organizar en el músculo la formación de las miofibrillas, con la participación de 
las proteínas GIP, de modo análogo a como GPBP regula la formación de la 
red de colágeno a través de su interacción con la cadena α3(IV).  
FIG. 5. Esquema representativo de la estructura del sarcómero en relajación y contracción. Se 
representa la ubicación de los filamentos gruesos (miosina) y los filamentos finos (actina) en un 
sarcómero relajado (A) y contraído (B). En la contracción muscular, los filamentos finos se deslizan 
sobre los gruesos por acción de las cabezas de miosina. La distancia entre discos Z se reduce y el 




















Por todo ello, el objetivo principal del presente trabajo es: 
Profundizar en el estudio de las funciones de las proteínas GPBP en el 
músculo usando modelos celulares y animales modificados genéticamente, 
prestando especial atención a la formación de miofibrillas, así como estudiar la 
participación de las proteínas GIP en el cumplimiento de los cometidos de 







2.1 Modelos animales. 
Se obtuvieron ratones que no expresaban GPBP-1 y -3. Los ratones se 
obtuvieron por eliminación selectiva del exón 11 del gen Col4a3bp del ratón. 
Las secuencias específicas que permiten la escisión del material genético se 
integraron por recombinación homóloga en células madre embrionarias de 
ratón, a ambos lados del exón 11 del gen Col4A3bp. El exón 11 codifica una 
región de veintiséis residuos exclusivos de mGPBP-1 y -3 (Revert-Ros et al. 
2011). 
La obtención de ratones transgénicos Tg-hGPBP-1 que expresan la proteína 
recombinante humana fusionada al péptido señal FLAG ha sido descrita 
anteriormente (Revert et al. 2007). 
2.2 Anticuerpos. 
Se emplearon anticuerpos policlonales de conejo para la detección de la 
cadena pesada de miosina muscular (Abcam), de actina (Sigma), actinina 
(Sigma), Akt (Cell Signalling Technology) y GRP78 (proteína regulada por 
glucosa de 78 kDa) (Sigma). Se usaron anticuerpos monoclonales de ratón 
para la detección de la señal FLAG (Sigma), de tubulina (Sigma) y de la cadena 
pesada de la miosina muscular (Sigma). Para detectar gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratón 
cedidos por Erwin Knecht. La detección de VAP-A (Vesicle-associated 
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membrane protein-associated protein A) se hizo con anticuerpos policlonales 
de cabra (Santa Cruz Biotechnology).  
En nuestro laboratorio se obtuvieron y caracterizaron anticuerpos contra 
proteínas GPBP y GIP (Raya et al. 1999; Revert et al. 2008; Miralem et al. 
2010; Revert-Ros et al. 2011). Para detectar de manera específica las 
isoformas del gen FILIP1L que expresan los exones 1-4 (las proteínas GIP), se 
utilizaron los anticuerpos monoclonales (mAb) de ratón mAb-3GIP. Para detectar 
tanto proteínas GIP como FILIP1L-102, así como otras isoformas y proteínas 
ortólogas de ratón, se utilizaron los anticuerpos monoclonales de ratón 
mAb-8GIP. Para detectar las proteínas de ratón mGPBP-1 y mGPBP-3 se 
utilizaron anticuerpos monoclonales de ratón mAb-e26, y las isoformas 
GPBP-1, -2 humana y de ratón se detectaron con anticuerpos monoclonales de 
ratón mAb-14 o mAb-N27. En ocasiones la detección de estas isoformas se 
llevó a cabo con anticuerpos policlonales purificados a partir de suero de 
conejos inmunizados con GPBP-1 conjugada a glutatión-S-transferasa (GST). 
En estos casos, los sueros inmunes se sometieron a cromatografía de afinidad 
en una columna de GST-GPBP-1 para purificar los anticuerpos, y 
posteriormente se eliminaron los anticuerpos contra GST utilizando otra 
columna de afinidad cargada con proteína GST. Además, también se utilizaron 
anticuerpos comerciales policlonales contra GPBP obtenidos en pollo (Abcam). 
En los estudios de Western blot, far Western e inmunohistoquímica se utilizaron 
anticuerpos secundarios, anti-IgG de ratón y de conejo (Promega), anti-IgG de 
cabra y anti-IgY de pollo (Sigma) conjugados con peroxidasa de rábano (HRP). 
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Para las inmunofluorescencias se emplearon anticuerpos secundarios anti-IgG 
de ratón conjugados con isotiocianato de fluoresceína (Molecular Probes) o 
tetrametilrodamina-5-6-isotiocianato (TRITC) (Sigma), anti-IgG de cabra 
conjugados con TRITC (Sigma), y anti-IgG de conejo conjugados con Alexa 
Fluor 647 (Invitrogen). 
2.3 Cultivos celulares. 
Las células HeLa se cultivaron en medio mínimo esencial de Eagle (MEM) 
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 1% L-glutamina. Las 
células HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293) fueron cultivadas en medio 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de SBF. 
Las células C2C12 fueron cultivadas en DMEM con 20% de SBF para su 
propagación y en DMEM con 2% de suero de caballo (SC) para inducir su 
diferenciación. Todos los medios usados en cultivos celulares contenían 1% de 
penicilina/estreptomicina. 
Los cultivos primarios de mioblastos de ratón se obtuvieron a partir de ratones 
macho gpbp-1+/+ (n=2) y gpbp-1-/- (n=2) de tres meses de edad, y de ratones 
macho Tg-hGPBP-1 (n=2) y de sus controles (n=2) de dos meses de edad, 
esencialmente según un método descrito previamente (Frock et al. 2006). En el 
procedimiento, los cuádriceps de los ratones fueron diseccionados y 
procesados de manera individualizada. Los músculos fueron divididos en 
pequeños trozos con la ayuda de un bisturí y digeridos con colagenasa tipo II 
(375 U/mL) en medio F10 (GIBCO), durante 1 hora a 37 ºC. Tras esta 
incubación, los fragmentos musculares fueron disgregados con la ayuda de una 
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pipeta en medio F10 suplementado con 15% de SC, 1% de 
penicilina/estreptomicina y 1,2 mM de CaCl2, y posteriormente transferidos a 
placas previamente tapizadas con gelatina (Sigma) al 0,67%. Para favorecer el 
crecimiento e impedir la diferenciación de los mioblastos, se añadió al medio de 
cultivo factor de crecimiento de fibroblastos recombinante humano (Biosource), 
a una concentración de 4 ng/mL, repitiéndose el tratamiento cada 12 h. En este 
medio de cultivo los mioblastos fueron cultivados hasta su inmortalización en 
placas tapizadas con gelatina, con cambios de placa cada 3 días, tras lo que 
fueron adaptados al medio de crecimiento de las células C2C12. La 
diferenciación de estos mioblastos se indujo de manera análoga a la de los 
mioblastos C2C12. 
2.4 Vectores, oligonucleótidos y construcciones de cDNA. 
Para la expresión transitoria de proteína GPBP en C2C12 se utilizó la 
construcción pc-FLAG-n4’ (Raya et al. 1999), obtenida a partir del vector 
pcDNA3 (Invitrogen), y que expresa la proteína GPBP-1 con el péptido FLAG 
fusionado en posición N terminal. Para el desarrollo de una línea celular de 
HEK 293 con expresión inducible de GPBP-1 se utilizó el vector pTet-On 
(Contech) y la construcción pTRE2hyg-n4’, que se obtuvo insertando el cDNA 
completo de GPBP-1 n4’ (GenBank accession AF136450) en el vector 
pTRE2hyg (Clontech).  
Las construcciones plasmídicas pcDNA3-FLAG-GIP130a, pRK5-c-Myc-hL-
FILIP, pRK5-c-Myc-GIP130a, pRK5-c-Myc-GIP130b, pRK5-c-Myc-GIP130c, 
pRK5-c-Myc-GIP130d, pRK5-c-Myc-GIP90 y pRK5-c-Myc-FILIP1L-102, 
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utilizadas para expresar las correspondientes proteínas recombinantes con 
secuencias FLAG o c-Myc en posición N terminal, se obtuvieron mediante 
técnicas estándar de DNA recombinante usando los vectores pcDNA3 
(Invitrogen) o pRK5-c-Myc (suministrado por Jacques Camonis). Para la 
obtención de los cDNAs de GIP130a, GIP130d y GIP90, 5 µg de RNA de 
músculo esquelético humano fueron sometidos a retrotranscripción (RT) con el 
oligonucleótido ON-GIP-EX6c (5’-TAGAAGAAAACGATTTTTTAATAAA-3’), 
seguida de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) con ON-GIP-10m (5’-
CTGAGAGGGTGTCCAAAAAGAGAAG-3’) y ON-GIP-EX6c, y de una segunda 
PCR anidada con ON-GIP-12m (5’-GGAATTACCAGGTGTGATCAACAC-3’) y 
ON-GIP-8c (5’-GACTGGGATTTGGAATGCC-3’). Para obtener el cDNA de 
FILIP1L-102, una biblioteca de cDNA de músculo esquelético humano fue 
sometida a PCR con los oligonucleótidos ON-DOC1m 
(5’-AAAGGATCCATGGTGGTGGATGAACAGC-3’) y ON-DOCSc 
(5’-AAAAAAGTCGACCAGTATGGACTGGATGAG-3’). Los cDNAs de GIP130b 
y GIP130d se obtuvieron de forma similar mediante RT con el oligonucleótido 
ON-DOC-1c (5’-TAAGTGCACACTCGATATGAC-3´), seguida de una primera 
PCR con ON-GIP-10m y ON-DOC-1c, y de una segunda PCR anidada con 
ON-GIP-12m y ON-DOCSc. Una estrategia similar se utilizó para obtener el 
cDNA de L-FILIP, utilizando para la RT ON-KIAA-c 
(5’-AAAAGCTTATACCCCCTTAGCCACTGCCC-3’) y ON-hKIAA-m 
(5’-AAAAAAGGATCCATGAGATCTCGAAACCAAGGTG-3’) y ON-hKIAA-c 
(5’-AAAAAAGTCGACTCAGCCCTTCCCCCCTGG-3’) para la PCR.  
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Para obtener el cDNA de GIP130 de ratón (mGIP130), RNA de miotubos 
C2C12 fue sometido a RT con el oligonucleótido ON-XRm-1c (5’-
CTGCATAGTCACATCAAGTGT-3’) seguida de dos PCRs anidadas, primero 
con ON-XRm-1m (5’-GTGCTCAGGCTCCACTGCTG-3’) y ON-XRm-1c, y 
después con ON-XRm-2m (5’-GAGAACGGCCAGGCGTGATG-3’) y ON-XRm-
2c (5’-CCAGATACTCTTGTTCAGTC-3’). El cDNA de FILIP1L-102 de ratón 
(mFILIP1L-102) se obtuvo de modo similar usando ON-XRm-1c para la RT, 
ON-mDOC-mod (5’-GGCGCCCGCAGCTCAGA-3’) y ON-XRm-1c para la 
primera PCR, ON-mDOC 1m (5’-GCCCGCAGCTCAGATTAAAGAA-3’) y 
ON-XRm-2c para la segunda PCR.  
En todos los casos los productos de PCR fueron analizados mediante 
electroforesis en geles de agarosa y los productos clonados en los vectores 
correspondientes y la fidelidad de los fragmentos clonados determinada 
mediante secuenciación nucleotídica.  
Para expresar la proteína GIP130a con la proteína verde fluorescente 
potenciada (EGFP) en posición C terminal (GIP130-EGFP), se obtuvo la 
construcción pRK5-c-Myc-GIP130a-EGFP modificando la construcción previa 
pRK5-c-Myc-GIP130a mediante inserción del cDNA de EGFP del plásmido 
p-EGFP-N1 (Clontech), en posición 3’ respecto al cDNA de GIP130a. A partir 
de pRK5-c-Myc-GIP130a-EGFP se eliminó el cDNA de GIP130a y se generó 
pRK5-c-Myc-EGFP, utilizado como control en nuestros ensayos. 
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Para los estudios de silenciación del gen Col4a3bp y de mGIP130 en células 
de ratón C2C12, se utilizó un método basado en la expresión de RNA horquilla 
corta o short hairpin RNA (shRNA) desarrollado con el sistema pSilencerTM 
2.1-U6 hygro (Ambion). Las características de las construcciones utilizadas en 
estos experimentos se detallan a continuación:   
- pSi-GPBP/GPBP∆26-2, descrito previamente (Revert et al. 2008), y que 
genera un shRNA dirigido contra todos los mRNAs humanos de GPBP: 
5’-ACAGAGUAUGGCUGCAGAG-3’. Pese a diferir en tres bases 
respecto a la secuencia homóloga del mRNA correspondiente de ratón, 
el plásmido resultó eficaz para silenciar las isoformas de GPBP en 
células C2C12.   
- pSi-U6-mGIP-2 genera un shRNA dirigido contra los mRNAs 
murinos que codifican proteínas GIP (principalmente GIP130): 
5’-GAAGAGUGAUGAAUUCAUA-3’. 
2.5 Expresión transitoria de proteínas recombinantes. 
Se realizó mediante transfección con el sistema de fosfato de calcio (Promega) 




2.6 Obtención de clones estables. 
Las líneas de C2C12 silenciadas para el gen Col4a3bp y para mGIP130 se 
obtuvieron transfectando las células mediante el sistema de fosfato de calcio 
(Promega) con la construcción correspondiente (ver apartado 2.4). Después de 
la transfección las células fueron cultivadas en medio de crecimiento 
suplementado con higromicina (InvivoGen) a 600 µg/mL como antibiótico 
selector. Las colonias resistentes que aparecieron fueron cultivadas 
posteriormente en placas separadas, reduciéndose a 200 µg/mL la 
concentración del higromicina del medio de cultivo. Siguiendo el mismo 
método, transfectando el plásmido pSilencerTM 2.1-U6 hygro (Ambion) se 
obtuvieron las líneas control.  
Para obtener una línea celular que expresaba GPBP-1 de modo inducible (293-
n4’), un millón de células HEK 293 fueron transfectadas con 10 µg de plásmido 
pTet-On y se obtuvo un clon resistente cultivando las células con 500 µg/mL de 
geneticina. Un millón de células de este clon fueron transfectadas con 10 µg de 
pTRE2hygro-n4, y posteriormente seleccionadas y propagadas con 200 y 
100 µg/mL de higromicina, respectivamente. 
2.7 Extracción de RNA. 
El RNA de muestras de tejidos o células cultivadas se aisló utilizando 
TRI-REAGENT (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
26 
METODOLOGÍA 
2.8 Técnicas de PCR. 
Para ensayos de PCR se empleó DNA polimerasa de Pyrococcus furiosus (Pfu) 
(Stratagen), Expand Long Template PCR System (Roche) o AmpliTaq GOLD 
polymerase (Applied Biosystems). 
2.9 Genotipado de ratones y mioblastos. 
Para el genotipado de los ratones, se cortaron 0,5 cm de la parte terminal de la 
cola de cada ratón siguiendo el protocolo aprobado por el Comité de Ética para 
el Bienestar Animal (CEBA). A partir de cada muestra de tejido se purificó DNA 
con el High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) siguiendo las 
instrucciones del fabricante, que se utilizó como molde en dos ensayos de PCR 
(PCR-1 y PCR-2) en los que se emplearon como cebadores de la reacción la 
parejas de oligonucleótidos cuyas secuencias se detallan a continuación. 
- Oligonucleótidos utilizados como cebadores en el ensayo de PCR-1: 
ON-LoxP71F (5’-CTCTTCTCAGGAATTTAGGTAGGAAGGG-3’) 
ON-LoxP71R (5’- GCAGCAAGTGCTGGACTCCACGCACC-3’) 
- Oligonucleótidos utilizados como cebadores en el ensayo de PCR-2: 
ON-Lox71F y ON-KOE11R (5’-TACTATAATCCCAGTGAAGGGTCAGG-
3’) 
Las PCRs se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 
9700 (Applied Biosystems) utilizando la polimerasa AmpliTaq GOLD 
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Polymerase (Applied Biosystems) con el siguiente programa: 3 min a 94 ºC, 
seguido de 40 ciclos de 45 seg a 94 ºC, 15 seg a 60 ºC y 20 seg a 72 ºC, con 
un período final de extensión de 5 min a 72 ºC.  
Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 
al 2% en tampón Tris Acetato EDTA (TAE), y visualizados con bromuro de 
etidio y luz ultravioleta (UV).  
Se utilizó el mismo sistema de PCR y los mismos oligonucleótidos para 
confirmar la procedencia de los mioblastos extraídos de ratones gpbp-1+/+ y 
gpbp-1-/-. 
2.10 Análisis de la expresión de genes mediante RT- PCR. 
Para estudios de expresión de Col4a3bp, 75 ng de RNA total de tejido o de 
mioblastos de ratón fueron sometidos a RT con el sistema Ready-To-Go-You-
Prime-First (GE Healthcare), y el cDNA resultante se amplificó y analizó 
esencialmente como se indica en el apartado anterior.  
Para cuantificar la expresión de mRNA por PCR cuantitativo, se utilizó el mismo 
sistema de RT pero para la amplificación del cDNA correspondiente se utilizó la 
polimerasa AmpliTaq GOLD y el sistema SYBR Green PCR Master Mix con un 




- En los estudios de cuantificación de mGPBP-1 y mGPBP-3, se utilizaron 
como cebadores los oligonucleótidos ON-GPBP-26-1F (5’- 
GCTGTTGAAGCTGCTCTTGACA-3’) y ON-GPBPe26-1R (5’- 
CCTGGGAGCTGAATCTGTGAA-3’), y en los de mGPBP-2 los 
oligonucleótidos ON-GPBP-26-1F y ON-GPBP-26-1R (5’- 
TCTCTTCAACCTTTTGGACA-3’).  
- La expresión de mGIP130 en líneas celulares de C2C12 con mGIP130 
silenciado se cuantificó de forma análoga utilizando para la PCR los 
cebadores ON-mGIP-9m (5’-AGCGAGAGGGTGCCCAAAA-3’) y ON-
mGIP-9c (5’-ATCACGCCTGGCCGTTCT-3’).  
- Para normalizar los resultados de PCR cuantitativa se determinaron los 
niveles de expresión de GAPDH con los oligonucleótidos ON-GAPDH-m 
(5'-GGGAAGCCCATCACCATCT-3') y ON-GAPDH-c (5'-
CGACATACTCAGCACCGGC-3'). Los cálculos se realizaron con el 
método de ∆∆Ct (delta-delta ciclo umbral). 
- Las PCRs sobre librerías de cDNA para valorar la expresión del exón IX 
se realizaron con los oligonucleótidos ON-I20-4m (5’-
GAAGGTATGCTAATGAACGAG-3’) y ON-DOC-1c para las PCRs intra-
exón VIII, y con los oligonucleótidos ON-I20-4m y ON-GIP-8c para las 
PCRs inter-exones VIII-IX.  
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- Las PCRs convencionales realizadas para valorar la expresión de 
mGPBP-1, -2 y -3 en músculo de ratón se llevaron a cabo 
con      los     oligonucleótidos ON-GPBP-26-1F y ON-2c-RAT 
(5’TGTGGTTCTGTACCATTTCTTCAA-3’). 
- La expresión de los cDNAs de mGIP130 y mFILIP1L-102 por PCR 
convencional en células C2C12 se detectó con los oligonucleótidos 
utilizados para la obtención del cDNA que codifica cada proteína 
(apartado 2.4.) 
2.11 Aislamiento de miofibrillas. 
El aislamiento de miofibrillas de ratón se realizó esencialmente según el 
método descrito por McGrath et al. (2006). Específicamente, los animales 
fueron sacrificados por asfixia con CO2. Las patas traseras se escindieron e 
incubaron con 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 75 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM ácido 
tetraacético de etilenglicol (EGTA), 0,5% Triton X-100, 1 mM de fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 10 µg/mL de leupeptina (tampón de rigidez), 
durante 24 h a 4 ºC con agitación suave. Pasado este tiempo, los músculos 
fueron extraídos con pinzas y bisturí, eliminándose la piel, la grasa y el hueso. 
Las piezas musculares se recogieron en un tubo, se resuspendieron en tampón 
de rigidez frío sin Triton X-100 (5 mL/g) y se homogeneizaron con un polytron 
(Omni International) en dos intervalos de 30 seg. Las miofibrillas se aislaron por 
centrifugación a 1500 x g durante 10 min, y fueron lavadas tres veces con 
tampón de rigidez sin Triton X-100. Los sedimentos, que contenían las 
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miofibrillas aisladas, se resuspendieron en tampón de rigidez (sin Triton-X100) 
que contenía glicerol al 50%, y fueron almacenadas a -20 ºC hasta su uso. 
2.12 Obtención y cuantificación de extractos de proteína. 
Los extractos de proteína muscular de ratón se obtuvieron a partir de 
gastrocnemio o diafragma. Tras el sacrificio del animal, los músculos fueron 
diseccionados, congelados en nitrógeno líquido y guardados a -80 ºC hasta su 
uso. Para facilitar la extracción, en primer lugar se pulverizó el tejido muscular 
congelado sobre un mortero enfriado con nitrógeno líquido. El polvo muscular 
fue homogeneizado con polytron en 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM NaCl, 1% 
Triton X-100, 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS), 10 µg/mL leupeptina y 1 mM 
PMSF. Los homogeneizados fueron mantenidos 30 min en hielo, aclarados por 
centrifugación (16000 x g, 5 min a 4 ºC) y almacenados a -20 ºC hasta su 
análisis. Los extractos de proteína muscular humana se obtuvieron de modo 
similar a partir de biopsias de donantes anónimos.  
Para la extracción de proteínas, los cultivos celulares fueron lavados dos veces 
con tampón fosfato salino, pH 7.4 (PBS) y lisados durante 30 min a 4 ºC en 
50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 µg/mL leupeptina y 
1 mM PMSF. Para el análisis de expresión de Akt se lisaron en 50 mM Tris-HCl 
pH 7.5, 200 mM NaCl, 1% Twen 20, 0,2% Nonidet P-40, 50 mM 
β−glicerofosfato de sodio, 0,2 mM ortovanadato de sodio, 10 µg/mL leupeptina 
y 1 mM PMSF. Los lisados fueron procesados y almacenados como los 
homogeneizados. En algunos casos, los lisados almacenados fueron 
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descongelados y tratados con λ-fosfatasa (New England Biolabs) siguiendo las 
especificaciones del fabricante.  
 
Cuando se indica, miofibrillas de ratón previamente aisladas se lavaron tres 
veces en tampón de rigidez sin Triton X-100, se resuspendieron en 50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% SDS, 10 µg/mL leupeptina, 
1 mM PMSF y se incubaron durante 30 min a 4 ºC. Los extractos obtenidos 
fueron tratados como los lisados y homogeneizados. 
 
Los extractos de proteínas solubles y del citoesqueleto de mioblastos C2C12 
en diferenciación se obtuvieron esencialmente según el método descrito por 
Clark et al. (2008). Los cultivos se lavaron dos veces con PBS y se lisaron 
durante 10 minutos a 4 ºC con tampón de extracción de citoesqueleto (50 mM 
Tris, pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 
2 μg/mL de aprotinina y 2 μg/mL de leupeptina). Los lisados fueron 
centrifugados a 16000 x g durante 10 min a 4 ºC. Los sobrenadantes (fracción 
soluble) fueron recogidos y almacenados a -20 ºC hasta su uso. El material 
precipitado (fracción insoluble que contiene el citoesqueleto) fue lavado tres 
veces con tampón de extracción, resuspendido en el mismo tampón y 
almacenado a -20 ºC. La extracción de proteínas de cada fracción se completó 
con tampón de carga para electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
(SDS-PAGE). Cantidades equivalentes de los extractos soluble e insoluble de 




La concentración en todos los extractos de proteínas solubles fue determinada 
con el reactivo de Bradford (Bio-Rad). 
2.13 Purificación de proteínas. 
Células de la levadura Pichia pastoris de la cepa GS115 (Invitrogen) fueron 
transformadas con pHIL-FLAG-GIP130a-poliHis (Revert-Ros 2004; Revert-Ros 
et al. 2011) mediante electroporación utilizando Electroporator II (Invitrogen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron diversos clones de 
levadura transformados, en los que la expresión de la proteína recombinante se 
comprobó mediante Western blot con anticuerpo anti-FLAG, y el clon con 
mayor nivel de expresión fue utilizado para producir la proteína recombinante. 
El clon se cultivó en un fermentador Biostat A (B. Braun Biotech International), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células de 300 mL coleccionadas 
mediante centrifugación se rompieron con bolas de vidrio (Sigma) en 300 mL 
de solución de rotura desnaturalizante (40 mM Tris-HCl pH 8.0, 8 M urea, 1% 
Triton X-100, 0,5% SDS, 100 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM PMSF). Los 
fragmentos celulares fueron eliminados con dos centrifugaciones consecutivas 
a 4000 x g durante 10 min y a 45000 x g durante 20 min. El sobrenadante final 
fue incubado con 3 mL de resina Talon™ Metal Affinity Resin (Clontech) con 
agitación suave durante 12 h. La resina fue introducida posteriormente en un 
cartucho de plástico para formar una columna, y lavada con 50 mL de 20 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 8 M urea, 100 mM NaCl. La proteína unida a la resina fue 
eluida con cinco volúmenes de columna de 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 8 M urea, 
100 mM NaCl, 100 mM imidazol. La proteína purificada fue posteriormente 
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dializada contra concentraciones decrecientes de urea (6, 4, 2 y 0 M) en 
tampón Tris salino (TBS) para evitar la formación de agregados insolubles.  
 
Para purificar GPBP-1 recombinante humana generada en levadura (rGPBP-1) 
se siguieron procedimientos similares con levaduras transformadas con pHIL-
FLAG-n4’ (Raya et al. 1999), empleándose en este caso solución de rotura no 
desnaturalizante (40 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM 
PMSF). El sobrenadante final obtenido se incubó con 3 mL de resina anti-FLAG 
Affinity Resin (Sigma), se empaquetó en columna, la columna fue lavada con 
50 mL de solución de rotura no desnaturalizante, y la proteína retenida eluida 
con cinco volúmenes de una solución de 100 µg/mL de péptido FLAG en TBS.  
 
Las proteínas purificadas fueron caracterizadas por SDS-PAGE seguida de 
tinción con azul de Coomassie o de Western blot. 
 
Todos los procedimientos se realizaron a 4 ºC desde el momento en que se 




La proteína GPBP-1 con el péptido FLAG fusionado en posición N terminal 
(FLAG-GPBP-1) fue extraída durante 16 h con resina anti-FLAG (Sigma) a 
partir de lisados de mioblastos de ratón Tg-hGPBP-1, siguiendo las 




Para co-inmunoprecipitar mGPBP y mGIP130, 500 µg de extractos de 
diafragma, fueron llevados a 150 mM NaCl, preaclarados con 50 µL de proteína 
A-sefarosa (2 h a 4 ºC), e incubados con o sin anticuerpos N27 (5 µg) durante 
16 h y posteriormente extraídos con 50 µL de proteína A-sefarosa durante 2 h.  
Para co-inmunoprecipitar GPBP-1 y GIP130, células 293-n4’ fueron 
transfectadas con pRK5-c-Myc-GIP130a o con pRK5-c-Myc durante 24 h a 
37 ºC. Posteriormente los cultivos fueron incubados con 1 µg/mL de doxiciclina 
durante otras 24 h para inducir la expresión de GPBP-1, tras lo que las células 
fueron lisadas y los extractos inmunoprecipitados con resina anti-c-Myc-
agarosa (Sigma) durante 24 h.  
Para co-inmunoprecipitar miosina miofibrilar y GIP130, miofibrillas de ratón 
fueron centrifugadas a 16000 x g durante 5 min, resuspendidas en 50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 8 M urea y sonicadas. El material así solubilizado 
(500 µg) fue dializado durante 16 h frente a TBS en presencia o ausencia de 
2 µg/mL de FLAG-GIP130 expresada en levadura. Los dializados fueron 
centrifugados a 1000 x g durante 3 min y los sobrenadantes fueron 
inmunoprecipitados con resina anti-FLAG-agarosa durante 16 h (Sigma). 
Las extracciones de proteínas y las inmunoprecipitaciones se efectuaron a 
4 ºC. Las resinas se hicieron sedimentar por centrifugación (1000 x g, 1-3 min), 
fueron lavadas tres veces con tampón 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 
1% Triton X-100 (15 min), resuspendidas en tampón de carga reductor para 
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SDS-PAGE y calentadas a 100 ºC durante 3 min. Las inmunoprecipitaciones 
fueron analizadas por Western blot con anticuerpos apropiados.  
2.15 Ensayos de far Western 
Para estudiar la interacción de GIP130 con la miosina muscular, extractos de 
miofibrillas de ratón fueron analizadas mediante SDS-PAGE y el gel fue teñido 
con azul de Coomassie, o sometido a electrotransferencia a una membrana de 
fluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana fue bloqueada con leche 
desnatada al 5% en tampón Tris salino-Tween 20 (TBST) durante 45 min a 
temperatura ambiente, y después incubada durante 2 h a 37 ºC con GIP130 
recombinante purificada generada en levadura (rGIP130) (1 µg/mL). Tras la 
incubación, y después de tres lavados de 5 min con un TBST suplementado 
con NaCl hasta conseguir una concentración de 500 mM NaCl, la proteína 
rGIP130 unida a miosina fue detectada con anticuerpos monoclonales 
mAb-3GIP y anticuerpos secundarios apropiados. Para estudiar la interacción de 
GPBP-1 con VAP-A, rGPBP-1 fue analizada mediante SDS-PAGE, el gel fue 
teñido con azul de Coomassie, o sometido a electrotransferencia a una 
membrana de PVDF. La membrana fue bloqueada, incubada con 1 µg/mL de 
VAP-A (GenWay Biotech) en TBST durante 1 h a 37 ºC, lavada tres veces con 
TBST, e incubada con anticuerpos específicos contra VAP-A y anticuerpos 
secundarios apropiados.  
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2.16 Ensayos de fosforilación in vitro. 
Las proteínas recombinantes fueron incubadas en 25 mM β-glicerofosfato 
(pH 7.0), 0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 8 mM MgCl2, 5 mM MnCl2, 95 mM 
NaCl, 1 mM DTT y 0.132 µM [32P-γ] ATP, en un volumen total de 50 µL, durante 
10 min a 30º C. La reacción se detuvo con 10 µL de 8 M urea, 5% SDS, 40 mM 
Tris-HCl (pH 6.8), 2.5% β-mercaptoetanol, las mezclas fueron analizadas por 
SDS-PAGE, Western blot y autorradiografía, y las proteínas detectadas con el 
anticuerpo monoclonal anti-FLAG (Sigma) usando el kit ChemiLucent 
(Chemicon International). 
2.17 Cálculo de la actividad citocromo c oxidasa 
Mitocondrias de tejido cardíaco o de tejido muscular fresco de ratón fueron 
aisladas con el Mitochondria Isolation Kit (Sigma), y la actividad citocromo c 
oxidasa mitocondrial fue determinada con el Cytochrome c Oxidase Assay Kit 
(Sigma).  
2.18 Inmunofluorescencias de miofibrillas aisladas y cultivos 
celulares 
En una placa de cultivos de 24 pocillos con cristales tapizados durante 4 h con 
1% poli-L-lisina (Sigma), se dispensó una suspensión de miofibrillas de ratón 
(100 µL/pocillo). La placa fue incubada a 4 ºC durante 16 h y posteriormente 
llevada a temperatura ambiente. Las miofibrillas inmovilizadas fueron lavadas 
tres veces con PBS, fijadas con paraformaldehído al 4% en PBS durante 
30 min, y bloqueadas durante 30 min con 10% SC y 1% BSA (albúmina sérica 
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bovina) en PBS. Posteriormente, las miofibrillas fueron incubadas durante 2 h 
en cámara húmeda con anticuerpos específicos diluidos en 1% BSA en PBS, 
lavadas tres veces durante 5 min con PBS e incubadas con anticuerpos 
secundarios apropiados diluidos en 1% BSA en PBS durante 1 h en oscuridad. 
Finalmente, las miofibrillas fueron lavadas de nuevo con PBS y visualizadas 
con líquido de montaje para fluorescencia (Dako). 
Para las inmunofluorescencias de cultivos celulares, se sembraron 104 células 
sobre cristales tapizados con poli-L-lisina en una placa de cultivos de 24 
pocillos, y se incubaron durante 24 h a 37 ºC. Las células fueron entonces 
transfectadas y sometidas a diferenciación, tras lo que fueron lavadas con PBS 
y fijadas con paraformaldehído al 4% en PBS durante 30 min. Seguidamente, 
las células fueron permeabilizadas con Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 
5 min, lavadas extensivamente con PBS, bloqueadas con 3% BSA en PBS e 
incubadas durante 2 h con anticuerpos primarios diluidos en solución de 
bloqueo. Posteriormente, las células fueron lavadas extensivamente con PBS e 
incubadas durante 1 h en oscuridad con anticuerpos secundarios diluidos 
igualmente en solución de bloqueo. Finalmente, las células fueron lavadas de 
nuevo con PBS y montadas para su visualización con diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (1 µg/mL).  
Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente excepto las 
incubaciones con anticuerpos primarios, que se efectuaron a 37 ºC en cámara 
húmeda. Las preparaciones se observaron en un microscopio confocal Leica 
TCS SP2 AOBS.  
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2.19 Preparación de muestras para microscopía electrónica. 
Para analizar músculos de ratón, se utilizaron ratones sacrificados en 
atmosfera de CO2, o perfundidos directamente en 0,1 M tampón fosfato pH 7.4 
(PB) con paraformaldehído al 2% y glutaraldehído al 2,5%. Los órganos 
aislados a partir de ratones sacrificados con CO2, o los ratones enteros fijados 
por perfusión, fueron sumergidos durante 16 o 24 h, respectivamente, en 
tampón de perfusión a 4 ºC. Después de la fijación, los tejidos se lavaron en PB 
y se mantuvieron a 4 ºC en PB con 0,1% de NaN3 hasta su uso. Cortes de 
200 µm obtenidos con un vibratomo (Leica VT-1000), fueron fijados durante 
1,5 h en PB con tetróxido de osmio al 2%, sumergidos en agua fría y después 
deshidratados con lavados consecutivos de 5-10 min con etanol frío (30%, 50% 
y 70%). Seguidamente, los cortes fueron sumergidos en una disolución de 
acetato de uranilo al 2% en 70% etanol a 4 ºC durante 2,5 h. Posteriormente 
fueron lavados con concentraciones crecientes de etanol (70%, 96% y 100%), y 
finalmente lavados dos veces en óxido de propileno e incluidos en araldita 
(Durcupan, Fluka). Los cortes semifinos (1,5 µm) fueron obtenidos con cuchilla 
de diamante y teñidos con azul de toluidina al 1%. A partir de los semifinos se 
obtuvieron cortes ultrafinos (0,08 µm) también con cuchilla de diamante. Los 
cortes ultrafinos fueron teñidos con citrato de plomo (solución de Reynold) y 
observados en un microscopio electrónico de transmisión Tecnai G2 Spirit 
(FEI). 
Para el análisis morfológico de mioblastos de ratón, cultivos diferenciados 
sobre portaobjetos de plástico Permanox™ con pocillos (Nunc) fueron fijados 
primeramente con 3,5% de glutaraldehído en 0,1M PB pH 7.4 durante 30 min a 
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37 ºC, y después con 1% de tetróxido de osmio en 0,1 M PB pH 7.4 durante 
30 min a la misma temperatura. Posteriormente, las células fueron marcadas 
con 2% de acetato de uranilo en oscuridad durante 1 h a 4 ºC, lavadas con 
0,1 M PB pH 7.4, deshidratadas con etanol e incluidas en araldita, y 
posteriormente procesadas y observadas de forma análoga a la empleada con 
muestras de tejido muscular.  
 
2.20 Tinciones histológicas e inmunohistoquímicas. 
 
Las técnicas de hematoxilina-eosina (HE) se desarrollaron según 
procedimientos estándar. Para el marcaje inmunohistoquímico se siguió el 
protocolo ABC-peroxidasa anteriormente descrito (Hsu et al. 1981). En ambos 
casos, los estudios con tejido muscular de ratón se realizaron sobre cortes de 
2 µm de grosor obtenidos a partir de muestras incluidas en parafina. La 
inmunohistoquímica con tejido humano se realizó sobre preparaciones 
comerciales que contenían múltiples tejidos (DACO). Para la detección de las 
proteínas GIP se utilizó el anticuerpo mAb-3GIP, y para la detección de 
GPBP-1/2/3 se utilizaron anticuerpos policlonales de pollo (Abcam).  
 
2.21 Ensayos funcionales en modelos murinos. 
 
Se realizaron con ratones de edades comprendidas entre cuatro y cinco meses.  
Para estimar la fuerza puntual de los ratones se utilizó un medidor de fuerza de 





Para las pruebas de fatiga se utilizó una cinta transportadora o Treadmill 
(Panlab LE8700) adaptada a la anatomía de los ratones. Este modelo contiene 
una rejilla metálica ubicada inmediatamente detrás del inicio de la cinta con 
capacidad para generar pequeñas descargas eléctricas al contacto con el 
animal. Las descargas de la rejilla estimulan el movimiento del ratón hacia la 
cinta transportadora, que no deja de moverse durante el ensayo. El equipo 
registra la distancia recorrida por los animales en cada ensayo, y dispone de un 
software mediante el cual se puede controlar la velocidad de la cinta y la 
intensidad de descarga eléctrica de la rejilla. La inclinación de la cinta se puede 
regular manualmente, y las dimensiones del espacio en el que se ubica el ratón 
impiden que gire durante el ensayo. Antes de iniciar los ensayos los ratones 
fueron pesados y adaptados al funcionamiento del sistema, haciéndoles correr 
sobre la cinta transportadora 5 min diarios a una velocidad de 10 m/min, 
durante tres días consecutivos. La inclinación de la cinta fue de 0º de 
inclinación el primer día, 5º en sentido ascendente el segundo y 10º en sentido 
ascendente el tercero.  
En un primer ensayo, se cronometró el tiempo hasta la fatiga de los ratones 
durante el ejercicio físico haciéndoles correr en la cinta de manera ascendente 
(10º de inclinación) hasta el agotamiento. El ensayo se inició a una velocidad 
de 40 m/min, que fue aumentada a razón de 1 m/min cada 30 s. En el momento 
en que un ratón permanecía más de 10 s recibiendo el estímulo eléctrico sobre 
la rejilla se consideró que estaba agotado y se dio por finalizado el ensayo. En 
los casos en los que se llegaron a alcanzar los 50 m/min, se mantuvo esta 
velocidad hasta producirse el agotamiento del ratón. 
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Se calculó el trabajo desarrollado por cada ratón durante el ensayo de 
resistencia con la fórmula siguiente: Trabajo (J) = Peso (Kg) x 9,8 m/s2 
(aceleración de la gravedad) x Distancia recorrida (m) x seno 10º. Los 10º 
corresponden a la inclinación del plano en el que se desarrolló el movimiento y 
[Distancia (m) x seno 10º] representa la distancia vertical recorrida por el ratón 
durante el ensayo. 
Transcurridas 24 h tras el primer ensayo, los ratones fueron sometidos a un 
segundo ensayo que constó de tres pruebas en las que se mantuvieron las 
mismas condiciones del ensayo anterior a excepción del límite máximo de 
velocidad que se fijó en 60 m/min. La prueba se llevó a cabo durante tres días 
consecutivos dejando 24 h de descanso entre cada prueba. Para calcular el 
trabajo desarrollado por cada ratón se utilizó la misma fórmula que en el primer 
ensayo.  
2.22 Programas informáticos y servidores. 
Los estudios estadísticos fueron realizados con el programa Graphpad Prism. 
Los alineamientos de aminoácidos se llevaron a cabo con el programa 
“Clustalw2-Multiple Sequence Alignment”, “Clustalw Omega-Multiple Sequence 
Alignment” del Instituto Europeo de Bioinformática (EBI), con el programa 
BLASTP del  Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI), o con el 
programa PRALINE multiple sequence alignment (Centre of Investigative 
Bioinformatics Vrije Universiteit Ámsterdam) 
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La relación filogenética entre los genes humanos parálogos a FILIP1L fue 
realizada con el servidor Ensemble (http://www.ensembl.org), proyecto conjunto 
del Laboratorio de Biología Molecular Europeo, el EBI y el Wellcome Trust 
Sanger Institute. 
Los servidores utilizados para predecir dominios conservados, motivos de 
unión y características estructurales de proteínas a partir de sus secuencias 
primarias se detallan a continuación: 
Las regiones Coiled-coil fueron predichas según el método de Lupas et al. 
(1991) con el programa “COILS”. 
Para predecir la presencia de cremalleras de leucina se utilizó el programa 
“2ZIP” basado en el trabajo de Bornberg-Bauer et al. (1998). 
Para la predicción de las regiones de unión a proteínas en regiones 
desordenadas y los motivos de unión a dominio con homología a Src 3 (SH3) 
se utilizó el programa ANCHOR (Dosztányi et al. 2009). 
Los dominios conservados en proteínas se detectaron mediante el programa 
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3 RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
3.1 La expresión y localización de las isoformas de GPBP en el 
músculo esquelético 
En estudios anteriores de Northern blot se había observado una expresión 
preferencial de COL4A3BP en el músculo estriado (Raya et al. 1999). Para 
investigar la expresión de GPBP en este tejido se analizó la expresión de 
GPBP-1 y GPBP-2 mediante Western blot e inmunohistoquímica utilizando 
mAb-14, un anticuerpo que reconoce ambas isoformas (Raya et al. 1999; Raya 
et al. 2000; Revert et al. 2008). Se detectó un polipéptido principal con una 
masa molecular de 70-80 kDa, que podía representar tanto GPBP-1 como 
GPBP-2, y mostraba un patrón de distribución estriado (Fig. 6). 
Para continuar los estudios se utilizó como modelo el ratón, cuyas proteínas 
mGPBP-1 y mGPBP-2 presentan un alto grado de conservación respecto a las 
A B 
FIG. 6. Detección de GPBP en músculo esquelético humano. A, Extractos de músculo 
esquelético humano se analizaron mediante Western blot con anticuerpos mAb-14 (izquierda) o 
en ausencia de los mismos (derecha). Las barras y números a la izquierda de la imagen, en esta 
figura y en las siguientes, indican la posición y masa molecular de los estándares usados en el 
estudio. B, Imagen de músculo esquelético humano obtenida por técnicas de inmunohistoquímica 
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humanas (Fig. 7) y son reconocidas por los mismos anticuerpos (ver más 
adelante). 
GPBP-1    MSDNQSWNSSGSEEDPETESGPPVERCGVLSKWTNYIHGWQDRWVVLKNNALSYYKSEDE 60 
GPBP-2      MSDNQSWNSSGSEEDPETESGPPVERCGVLSKWTNYIHGWQDRWVVLKNNALSYYKSEDE 60 
mGPBP-1     MSDNQSWNSSGSEEDPETESGPPVERCGVLSKWTNYIHGWQDRWVVLKNNTLSYYKSEDE 60 
mGPBP-2     MSDNQSWNSSGSEEDPETESGPPVERCGVLSKWTNYIHGWQDRWVVLKNNTLSYYKSEDE 60 
   **************************************************:********* 
GPBP-1     TEYGCRGSICLSKAVITPHDFDECRFDISVNDSVWYLRAQDPDHRQQWIDAIEQHKTESG 120 
GPBP-2      TEYGCRGSICLSKAVITPHDFDECRFDISVNDSVWYLRAQDPDHRQQWIDAIEQHKTESG 120 
mGPBP-1     TEYGCRGSICLSKAVITPHDFDECRFDISVNDSVWYLRAQDPEHRQQWVDAIEQHKTESG 120 
mGPBP-2     TEYGCRGSICLSKAVITPHDFDECRFDISVNDSVWYLRAQDPEHRQQWVDAIEQHKTESG 120 
   ******************************************:*****:*********** 
GPBP-1      YGSESSLRRHGSMVSLVSGASGYSATSTSSFKKGHSLREKLAEMETFRDILCRQVDTLQK 180 
GPBP-2      YGSESSLRRHGSMVSLVSGASGYSATSTSSFKKGHSLREKLAEMETFRDILCRQVDTLQK 180 
mGPBP-1     YGSESSLRRHGSMVSLVSGASGYSATSTSSFKKGHSLREKLAEMETFRDILCRQVDTLQK 180 
mGPBP-2     YGSESSLRRHGSMVSLVSGASGYSATSTSSFKKGHSLREKLAEMETFRDILCRQVDTLQK 180 
   ************************************************************ 
GPBP-1      YFDACADAVSKDELQRDKVVEDDEDDFPTTRSDGDFLHSTNGNKEKLFPHVTPKGINGID 240 
GPBP-2      YFDACADAVSKDELQRDKVVEDDEDDFPTTRSDGDFLHSTNGNKEKLFPHVTPKGINGID 240 
mGPBP-1     YFDVCADAVSKDELQRDKVVEDDEDDFPTTRSDGDFLHNTNGNKEKLFPHVTPKGINGID 240 
mGPBP-2     YFDVCADAVSKDELQRDKVVEDDEDDFPTTRSDGDFLHNTNGNKEKLFPHVTPKGINGID 240 
   ***.**********************************.********************* 
GPBP-1      FKGEAITFKATTAGILATLSHCIELMVKREDSWQKRLDKETEKKRRTEEAYKNAMTELKK 300 
GPBP-2      FKGEAITFKATTAGILATLSHCIELMVKREDSWQKRLDKETEKKRRTEEAYKNAMTELKK 300 
mGPBP-1     FKGEAITFKATTAGILATLSHCIELMVKREESWQKRHDREVEKRRRVEEAYKNVMEELKK 300 
mGPBP-2     FKGEAITFKATTAGILATLSHCIELMVKREESWQKRHDREVEKRRRVEEAYKNVMEELKK 300 
  ******************************:***** *:*.**:**.******.* **** 
GPBP-1      KSHFGGPDYEEGPNSLINEEEFFDAVEAALDRQDKIEEQSQSEKVRLHWPTSLPSGDAFS 360 
GPBP-2      KSHFGGPDYEEGPNSLINEEEFFDAVEAALDRQDKIEEQSQSEKVRLHWPTSLPSGDAFS 360 
mGPBP-1     KPRFGGPDYEEGPNSLINEEEFFDAVEAALDRQDKIEEQSQSEKVRLHWPTSLPSGDTFS 360 
mGPBP-2     KPRFGGPDYEEGPNSLINEEEFFDAVEAALDRQDKIEEQSQSEKVRLHWPTSLPSGDTFS 360 
   *.:******************************************************:** 
GPBP-1      SVGTHRFVQKPYSRSSSMSSIDLVSASDDVHRFSSQVEEMVQNHMTYSLQDVGGDANWQL 420 
GPBP-2      SVGTHRFVQK-------------------------- VEEMVQNHMTYSLQDVGGDANWQL 394 
mGPBP-1     SVGTHRFVQKPYSRSSSMSSIDLVSASDDVHRFSSQVEEMVQNHMNYSLQDVGGDANWQL 420 
mGPBP-2     SVGTHRFVQK-------------------------- VEEMVQNHMNYSLQDVGGDANWQL 394 
   **********                           *********.************** 
GPBP-1      VVEEGEMKVYRREVEENGIVLDPLKATHAVKGVTGHEVCNYFWNVDVRNDWETTIENFHV 480 
GPBP-2      VVEEGEMKVYRREVEENGIVLDPLKATHAVKGVTGHEVCNYFWNVDVRNDWETTIENFHV 454 
mGPBP-1     VVEEGEMKVYRREVEENGIVLDPLKATHAVKGVTGHEVCNYFWNVDVRNDWETTIENFHV 480 
mGPBP-2     VVEEGEMKVYRREVEENGIVLDPLKATHAVKGVTGHEVCNYFWNVDVRNDWETTIENFHV 454 
   ************************************************************ 
GPBP-1    VETLADNAIIIYQTHKRVWPASQRDVLYLSVIRKIPALTENDPETWIVCNFSVDHDSAPL 540 
GPBP-2      VETLADNAIIIYQTHKRVWPASQRDVLYLSVIRKIPALTENDPETWIVCNFSVDHDSAPL 514 
mGPBP-1     VETLADNAIIVYQTHKRVWPASQRDVLYLSAIRKIPALTENDPETWIVCNFSVDHDSAPL 540 
mGPBP-2     VETLADNAIIVYQTHKRVWPASQRDVLYLSAIRKIPALTENDPETWIVCNFSVDHDSAPL 514 
   **********:*******************.***************************** 
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GPBP-1      NNRCVRAKINVAMICQTLVSPPEGNQEISRDNILCKITYVANVNPGGWAPASVLRAVAKR 600 
GPBP-2      NNRCVRAKINVAMICQTLVSPPEGNQEISRDNILCKITYVANVNPGGWAPASVLRAVAKR 574 
mGPBP-1     NNRCVRAKINIAMICQTLVSPPEGDQEISRDNILCKITYVANVNPGGWAPASVLRAVAKR 600 
mGPBP-2     NNRCVRAKINIAMICQTLVSPPEGDQEISRDNILCKITYVANVNPGGWAPASVLRAVAKR 574 
   **********:*************:*********************************** 
GPBP-1      EYPKFLKRFTSYVQEKTAGKPILF 624 
GPBP-2      EYPKFLKRFTSYVQEKTAGKPILF 598 
mGPBP-1     EYPKFLKRFTSYVQEKTAGKPILF 624 
mGPBP-2     EYPKFLKRFTSYVQEKTAGKPILF 598 






Así, extractos protéicos musculares y cortes de tejido muscular parafinado de 
ratón fueron similarmente analizados (Fig. 8). No se observaron diferencias 
reseñables entre muestras humanas y de ratón.  
Para averiguar la identidad exacta de los polipéptidos detectados por mAb-14, 
se analizaron mediante RT-PCR extractos de RNA total obtenidos de distintos 
músculos de las patas traseras del ratón (gastrocnemio, sóleo y cuádriceps). 
Se utilizaron como cebadores para la PCR una pareja de oligonucleótidos 
FIG. 7. Alineamiento de las estructuras primarias de GPBP-1, GPBP-2, mGPBP-1 y mGPBP-2. 
Los números de acceso a la base de datos de NCBI son NP_005704.1, NP_112729.1, NP_075909.1 y 
NP_001157694.1, respectivamente. Se encuadran las secuencias de GPBP-1 y de mGPBP-1 codificadas 
por el exón 11 de los genes COL4A3BP humano y Col4a3bp de ratón, respectivamente. Los asteriscos 
indican que los residuos alineados son idénticos en las cuatro isoformas.  
FIG. 8. Detección de GPBP en músculo esquelético de ratón. Anticuerpos mAb-14 fueron 
utilizados para analizar un extracto de músculo esquelético de ratón (50 µg) por Western blot (A) o 
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capaces de hibridar en los exones 10 y 12, lo que permitió comparar los niveles 
de expresión de mGPBP-1 respecto a la de mGPBP-2 en una misma reacción, 
ya que el tamaño de los productos generados difiere en los 78 pb del exón 11 
ausente en el cDNA de mGPBP-2 (Fig. 9A). Los resultados obtenidos en todos 
los músculos estudiados mostraron que la mayor parte del mRNA expresado 
correspondía a mGPBP-1 (Fig. 9B), lo que significa que la señal obtenida por 
mAb-14 en los análisis de expresión era mayoritariamente atribuible a 
mGPBP-1.  
FIG. 9. Expresión comparativa de las isoformas de mGPBP en distintos músculos de ratón. En 
A, se indican los exones de interés y los sitios de hibridación de los oligonucleótidos utilizados en la 
PCR mostrada en B sobre barras que representan los mRNA individuales de mGPBP-1 y -3 y de 
mGPBP-2. En B, RNA total extraído de músculo gastrocnemio (calle 3), sóleo (calle 4) y cuádriceps 
(calle 5) de ratón adulto se retrotranscribió y el híbrido mRNA-cDNA se utilizó de molde para PCR 
con los oligonucleótidos indicados en A. Las mezclas se analizaron mediante una electroforesis sobre 
gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. Se utilizaron como controles las mezclas de PCR 
resultantes de amplificar pVAX-pCAGS-Stop-mGPBP que contiene el cDNA de mGPBP-1 (calle 1) y 
pVAX-pCAGS-Stop-mGPBP-2, con el cDNA de mGPBP-2 (calle 2). En esta y en figuras siguientes 
las barras y los números indican la posición y el tamaño en pares de bases de los estándares de tamaño 
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El patrón de distribución estriado revelado por los anticuerpos mAb-14 en los 
estudios de inmunohistoquímica (Fig. 8B) indicaban la posible presencia de 
mGPBP-1 en las miofibrillas, el aparato contráctil de las células musculares. 
Para comprobarlo, se aislaron miofibrillas a partir de músculos de la pata 
trasera de ratón y se analizaron por microscopía confocal (Fig. 10). En las 
miofibrillas, la miosina muscular y la actinina tienen distribuciones mutuamente 
excluyentes: mientras la miosina se encuentra a lo largo de la banda A de la 
miofibrilla, la actinina tiene una localización restringida al disco Z, que ocupa el 
centro de las bandas I. 
En las imágenes obtenidas se evidenció que mGPBP-1 se localiza 
preferentemente en el centro de la banda A, es decir, en la línea M donde 
entrecruzan las colas de miosina orientadas en direcciones opuestas. En la 
Fig. 11 se muestran de forma esquematizada los distintos niveles de detección 
de mGPBP-1 en el sarcómero. La intensidad del color verde se corresponde 
con el nivel de expresión de mGPBP-1. 
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FIG. 10. Estudio de la localización de mGPBP-1 en miofibrillas de ratón mediante 
inmunofluorescencia. Miofibrillas de músculos de las extremidades posteriores de un ratón 
C57BL/6 fueron analizadas por microscopía confocal usando anticuerpos policlonales obtenidos en 
pollo contra las proteínas GPBP, anticuerpos policlonales contra miosina obtenidos en conejo, y 
anticuerpos monoclonales contra actinina producidos en ratón. En los gráficos de la parte inferior 
de la imagen se muestran las distribuciones de fluorescencia a lo largo de las regiones indicadas por 
las flechas en las imágenes superpuestas, e indican los puntos de acumulación de cada proteína. 
Queda de manifiesto que mGPBP-1 y actinina tienen localizaciones alternadas y que su co-
localización es muy escasa. Por el contrario, mGPBP-1 se localiza en el centro de la banda A (línea 
M) que queda definida por la distribución de miosina. Barras: 5 µm
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3.2 Expresión del gen Col4a3bp durante la diferenciación de 
mioblastos C2C12. 
Con la intención de estudiar la expresión de las proteínas mGPBP a lo largo del 
proceso de diferenciación muscular, utilizamos el modelo ex vivo proporcionado 
por la línea celular de mioblastos inmortalizados C2C12 (Yaffe y Saxel, 1977). 
Estos mioblastos derivan de ratones que sufren hipertrofia muscular, se 
propagan en un medio de cultivo convencional (DMEM) con 20% de SBF, y 
cuando se cultivan con baja concentración de suero, los cultivos de C2C12 
inician un proceso miogénico en el que los mioblastos se fusionan para generar 
miotubos con múltiples núcleos mitóticamente inactivos. Durante la miogénesis, 
FIG. 11. Representación esquemática de la acumulación de mGPBP-1 en la línea M. En la parte 
superior se muestra una micrografía de un sarcómero. Se muestran coloreadas en verde zonas del 
sarcómero en las que se detecta mGPBP-1, correspondiendo la intensidad de color con el nivel de 
expresión. En la parte inferior se representa, alineado con la micrografía, un esquema representativo de 
la estructura del sarcómero.  
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los miotubos expresan marcadores de diferenciación como la miosina 
muscular, que forma miofibrillas con capacidad contráctil.  
Mediante la técnica de Western blot se analizaron extractos de proteína de 
cultivos de C2C12 en diferenciación. Para controlar la progresión de la 
miogénesis se utilizó un anticuerpo monoclonal contra la cadena pesada de la 
miosina. Para detectar las proteínas GPBP se utilizaron los anticuerpos 
monoclonales mAb-14 y mAb-e26, previamente descritos (Raya et al. 1999; 
Revert et al. 2008). Con mAb-14 se detectaron dos polipéptidos reactivos de 
70-80 kDa compatibles con mGPBP-1 y 2, pero mientras la expresión del 
polipéptido inferior disminuía progresivamente a lo largo de la diferenciación, la 
del polipéptido de mayor tamaño aumentaba. El anticuerpo mAb-e26 reconoce 
específicamente los 26 aminoácidos exclusivos de GPBP-1 y GPBP-3 
codificados por el exón 11 del gen COL4A3BP. Dada la alta conservación del 
exón 11 en el gen Col4a3bp de ratón, mAb-e26 también detecta las proteínas 
murinas mGPBP-1 y mGPBP-3. Con mAb-e26 se detectaron dos polipéptidos, 
uno de 77 kDa (mGPBP-1), cuya expresión aumentaba durante la 
diferenciación, y otro de aproximadamente 91 kDa (mGPBP-3) cuya expresión 
disminuía a medida que avanzaba la miogénesis (Fig. 12).  
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Estudios anteriores realizados con proteína recombinante humana, habían 
demostrado que la isoforma GPBP-3 facilita la exportación de la isoforma 
GPBP-1 (Revert et al. 2008). Por ello, la progresiva disminución de expresión 
de mGPBP-3 durante la miogénesis de cultivos C2C12 explicaría el aumento 
coordinado de mGPBP-1 en los lisados, como consecuencia de la acumulación 
de esta última proteína en el interior de las células en diferenciación. Por otra 
parte, la progresiva disminución de mGPBP-2 a lo largo del proceso miogénico, 
justifica su práctica ausencia en tejido muscular adulto y sugería que el 
empalme alternativo de exones que elimina el exón 11, se reprime 
paulatinamente durante la diferenciación. De acuerdo con esta idea, estudios 
de RT-PCR cuantitativa realizados con extractos de RNA total de células 
C2C12 en diferenciación, demostraban que los niveles del mRNA que codifica 
el exón 11 (mGPBP-1 y mGPBP-3) aumentaban durante la miogénesis, 
opuestamente a lo que se observaba con los niveles del mRNA de mGPBP-2 
FIG. 12. Expresión de diferentes isoformas de mGPBP en células C2C12 en diferenciación. 
Cantidades similares (50 µg) de extractos de células C2C12 diferenciadas durante los días que se 
indican, fueron analizadas por Western blot con los anticuerpos referidos. Con las flechas se 
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(Fig. 13). Habida cuenta de que la traducción de mGPBP-3 está reprimida (Fig. 
12), el mRNA común para mGPBP-1 y -3 virtualmente sólo traduce mGPBP-1. 
Con el fin de estudiar con mayor detalle el aumento de expresión de mGPBP-1 
durante la miogénesis, se realizaron estudios de microscopía confocal de 
inmunofluorescencia con células C2C12 en diferenciación (Fig. 14). De este 
modo, se pudo constatar que todas las células que presentaban expresión de 
miosina contaban con niveles relativamente elevados de mGPBP-1, aunque no 
todas las células con niveles aumentados de mGPBP-1 mostraban expresión 
de miosina muscular. (Fig. 14, panel superior, flechas). Finalmente, mGPBP-1 
se podía encontrar difuso en el citoplasma o distribuído en agregados que 
podían ocupar posiciones intermiofibrilares (Fig. 14, panel inferior, izquierda, 
flecha) o yuxtanucleares (Fig. 14, panel inferior, izquierda, cabeza de flecha). 
Esto sugería que la síntesis de miosina en células C2C12 en diferenciación 
mGPBP-2 
FIG. 13. En células C2C12 en diferenciación aumenta la expresión del mRNA para 
mGPBP-1 y -3 y disminuye la del mRNA para mGPBP-2. Extractos de RNA total de células 
C2C12 en diferenciación fueron analizados por PCR cuantitativa con oligonucleótidos específicos 
para las isoformas mGPBP-1 y -3, o para la isoforma mGPBP-2. Los cálculos se realizaron por el 
procedimiento ∆∆Ct usando el mRNA de GAPDH como normalizador.   
mGPBP-1,-3 
Días de diferenciaciónDías de dif r ciación 
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viene precedida por un aumento de expresión de mGPBP-1 que se distribuye 
ordenadamente entre las miofibrillas en formación.  
                                                                                           
3.3 La expresión del gen Col4a3bp regula la diferenciación de los 
mioblastos C2C12. 
Para estudiar el papel del gen Col4a3bp en la diferenciación muscular, se 
utilizaron técnicas de short-hairpin (sh) RNA con el objetivo de obtener clones 
de C2C12 con una expresión diferencial de Col4a3bp (Fig. 15A), y estudiar su 
FIG. 14. Localización de mGPBP-1 en células C2C12 en diferenciación. Células C2C12 en 
diferenciación (3 días) se analizaron por microscopía confocal con anticuerpos policlonales de conejo 
contra GPBP (verde), y con anticuerpos monoclonales contra la cadena pesada de la miosina muscular 
(rojo). Los núcleos celulares fueron visualizados con DAPI (azul). En las tres imágenes de la parte 
superior se muestra un campo con varios miotubos. Con flechas se señalan células con expresión 
aumentada de mGPBP-1 en las que no hay expresión detectable de miosina. Barras: 60 µm. En la 
parte inferior de la figura se muestra con mayor detalle la distribución de mGPBP-1 en las células 
C2C12 en diferenciación. La flecha y la punta de flecha señalan la presencia de mGPBP-1 en el 
espacio intermiofibrilar y en el perinúcleo, respectivamente. Barras: 20 µm. 
mGPBP-1 miosina superposición 
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capacidad para diferenciarse. Mediante microscopía de inmunofluorescencia se 
comprobó que el grado de diferenciación, determinado por los niveles de fusión 
celular y por la expresión de miosina muscular, correlacionaba bien con el nivel 
de expresión de proteínas mGPBP (Fig. 15B).  
3.4 Caracterización de ratones modificados genéticamente (KO o 
knockout) que no expresan mGPBP-1 (ratones gpbp-1-/-). 
Dado que durante la diferenciación de mioblastos de ratón la expresión de 
mGPBP-2 y -3 disminuye al tiempo que aumenta la de mGPBP-1 (Fig. 12), 
cabía la posibilidad de que la miogénesis dependiese específicamente de esta 
última isoforma. Con el propósito de estudiar de manera específica la 
importancia de mGPBP-1 en la miogénesis, se produjeron ratones knockout 
FIG. 15. La expresión de proteínas 
mGPBP es necesaria para la 
diferenciación de mioblastos C2C12. 
A, Cantidades similares (50 µg) de 
lisados celulares de distintos clones de 
C2C12 y de células control (C), fueron 
analizados por Western blot con 
anticuerpos contra proteínas mGPBP 
(mAb-14) y contra tubulina. B, Los 
clones en A se diferenciaron durante 3 
días y se analizaron por microscpía de 
inmunofluorescencia convencional con 
anticuerpos específicos contra la 
miosina muscular (rojo). Los núcleos 
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(KO) para el exón 11 del gen Col4a3bp. Este exón está representado en el 
mRNA que genera las isoformas mGPBP-1 y -3; no obstante y dado que la 
traducción de GPBP-3 está reprimida durante la diferenciación (Fig. 12) la 
eliminación del exón 11 virtualmente representa la supresión de GPBP-1 en los 
miocitos. Se estudió la bioquímica y morfología de los músculos de los ratones 
gpbp-1-/- y se analizó la capacidad miogénica de sus mioblastos en condiciones 
ex vivo. Además, se evaluó la fuerza y la resistencia física de los ratones. Se 
consideraron ratones controles los obtenidos a partir de la misma colonia que 
carecían de modificación genética (gpbp-1+/+). El genotipado de los ratones se 
realizó mediante PCR sobre DNA purificado a partir de las colas de los ratones. 
Se realizaron dos reacciones de PCR por cada DNA según se muestran en el 
esquema de la Fig. 16. La reacción 1 genera producto únicamente a partir de 
DNA procedente de ratones gpbp-1+/+ y heterocigotos (gpbp-1+/-) y la reacción 2 
únicamente a partir de DNA procedente de ratones gpbp-1-/- y gpbp-1+/-. Las 
secuencias de los oligonucleótidos y las condiciones de las PCR se detallan en 
el apartado Metodología.  
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3.4.1 Los mioblastos gpbp-1-/- muestran dificultad para fusionarse y 
para organizar las miofibrillas. 
Se establecieron líneas celulares de mioblastos derivados de cuádriceps de 
ratones gpbp-1-/- y de ratones control (gpbp-1+/+) mediante el método descrito 
previamente por Frock et al. (2006) que se detallla en el apartado Metodología 
y se compararon los niveles de expresión de mRNA de las isoformas de GPBP 
mediante RT-PCR convencional y cuantitativa (Fig. 17). Los mioblastos de 
ratones control expresaban tanto el mRNA para mGPBP-1,-3 como para 
mGPBP-2, mientras que como era de esperar en mioblastos gpbp-1-/- no se 
detectó expresión alguna del mRNA de mGPBP-1,-3 y la expresión del mRNA 
FIG. 16. Genotipado de ratones gpbp-1+/+, gpbp-1+/- y gpbp-1-/-. A, Esquema de la ubicación 
de los lugares del gen Col4a3bp en los que hibridan los oligonucleótidos utilizados para 
genotipar. B, Productos de PCRs realizadas con los oligonucleótidos que se detallan (izquierda) 
sobre muestras de DNA de ratones gpbp-1+/+ (+/+), gpbp-1+/- (+/-) y gpbp-1-/- (-/-). Los 
productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa y tinción con 
bromuro de etidio. El fragmento comprendido entre ON-LoxP71F y ON-KOE11R en Gpbp-1+/+ 




 en gpbp-1+/+ 
Gen Col4a3bp 
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de mGPBP-2 era equiparable a la de mGPBP-1,-3 en mioblastos gpbp-1+/+. La 
deleción del exón 11 no disminuía la actividad transcripcional del gen 
Col4a3bp, de modo que toda la expresión del gen en ausencia del exón 11 iba 
dirigida a la síntesis de mGPBP-2.  
Por otra parte, se analizaron mediante Western blot lisados de mioblastos 
gpbp-1-/- y gpbp-1+/+. El anticuerpo mAb-e26 detectó mGPBP-1 y -3 únicamente 
en los mioblastos gpbp-1+/+ confirmando la ausencia de estas proteínas en los 
mioblastos gpbp-1-/- (Fig. 18). 
FIG. 17. Expresión comparativa de las 
isoformas de mGPBP en mioblastos 
gpbp-1+/+ y gpbp-1-/-. A, RNA total extraído 
de mioblastos gpbp-1+/+ (+/+) o gpbp-1-/- 
(-/-) fue retrotranscrito y amplificado por 
PCR con oligonucleótidos que hibridaban 
en posiciones que flanquean el exón 11. Los 
productos de la PCR fueron analizados 
mediante electroforesis en gel de agarosa y 
teñidos con bromuro de etidio. Con puntas 
de flecha se marcan los productos 
correspondientes a los mRNA indicados. B, 
El RNA en A fue analizado mediante RT-
PCR cuantitativa para valorar la expresión 
relativa del mRNA de mGPBP-2.  
FIG. 18. Los mioblastos de ratones 
gpbp-1-/- no expresan mGPBP-1, -3.  
Cincuenta microgramos de lisados de 
mioblastos gpbp-1+/+ (+/+) o gpbp-1-/- 
(-/-) fueron analizados por Western 
blot con los anticuerpos indicados. 
Las puntas de flecha señalan la 
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Posteriormente, se diferenciaron mioblastos gpbp-1-/- y gpbp-1+/+  y se estudió la 
expresión de proteínas mGPBP-1 y mGPBP-2 por Western blot con 
anticuerpos mAb-14 (Fig. 19). En cultivos control (gpbp-1+/+ no diferenciados), 
los anticuerpos mAb-14 detectaron dos polipéptidos de 70-80 kDa 
correspondientes a mGPBP-1 y mGPBP-2 (Fig. 19A, +/+, ND). Sin embargo, 
cuando se diferenciaban, el polipéptido de menor tamaño desaparecía al 
tiempo que aparecía un nuevo polipéptido reactivo de tamaño superior a los 
anteriores (Fig. 19A, +/+, D). Por otra parte, en cultivos de mioblastos gpbp-1-/- 
los anticuerpos mAb-14 detectaron un polipéptido principal que correspondía a 
mGPBP-2 y otro menos intenso de tamaño ligeramente superior (Fig. 19A, -/-, 
ND). Cuando estos cultivos se diferenciaban, el polipéptido de menor tamaño 
reducía su presencia mientras que se expresaba un nuevo polipéptido reactivo 
de tamaño superior (Fig. 19A, -/-, D). La multiplicidad de bandas detectadas por 
mAb-14 en cultivos de mioblastos gpbp-1-/- diferenciados sólo podía deberse a 
modificaciones postraduccionales (p.ej. fosforilación) de mGPBP-2 asociadas a 
la miogénesis. En el caso de los mioblastos gpbp-1+/+, estas modificaciones 
postraduccionales podían también tener lugar al tiempo que se producía una 
disminución en la expresión de mGPBP-2 y un aumento en la de mGPBP-1. 
Dado que las proteínas humanas GPBP-1 y GPBP-2 tienen actividad proteína 
cinasa y pueden autofosforilarse (Raya et al. 1999; Raya et al. 2000), y que al 
menos GPBP-2 puede ser fosforilada por otras cinasas (Fugmann et al. 2007), 
era plausible la hipótesis de que los cambios de tamaño aparente de los 
polipéptidos mGPBP observados en los procesos de diferenciación fuesen 
debidos, al menos en parte, a fosforilaciones. Para comprobar esta posibilidad, 
lisados de cultivos diferenciados fueron tratados con λ−fosfatasa y 
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posteriormente analizados mediante Western blot con anticuerpos mAb-14. El 
tratamiento con la fosfatasa reducía la Mr de los polipéptidos reactivos, 
indicando que durante el proceso de diferenciación muscular las proteínas 
GPBP son fosforiladas y confirmaba que los ratones gpbp-1-/- sólo se 
expresaban mGPBP-2 en sus mioblastos (Fig. 19B). 
El análisis de los lisados de mioblastos diferenciados y no diferenciados 
permitió comprobar que la ausencia de mGPBP-1 en cultivos gpbp-1-/- no 
alteraba de modo significativo la inducción de la expresión de la cadena pesada 
de la miosina muscular ni la inducción de la expresión de Akt, una proteína 
cinasa que participa en una ruta de señalización de supervivencia celular que 
FIG. 19. Fosforilación de las proteínas 
mGPBP durante la miogénesis. A, Lisados de 
mioblastos gpbp-1+/+ (+/+) y gpbp-1-/- (-/-) no 
diferenciados (ND) y diferenciados durante 
cinco días (D) fueron analizados por Western 
blot con el anticuerpo mAb-14 o con un 
anticuerpo contra GAPDH. B, Lisados 
procedentes de cultivos de mioblastos 
gpbp-1+/+ (Control) y gpbp-1-/- (KO) 
diferenciados durante cinco días, fueron 
tratados (+) o no (-) con fosfatasa (λ-PPasa) y 










ND ND D D
/  -/- 
 +
63 
RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
se activa de modo característico en los procesos miogénicos, y cuya expresión 
aumenta en células C2C12 al diferenciarse (Fujio et al. 1999) (Fig. 20). 
Los cultivos de mioblastos gpbp-1+/+ y gpbp-1-/- en diferenciación fueron también 
analizados por técnicas microscópicas (Fig. 21). De este modo, se comprobó 
que para un mismo tiempo de diferenciación los mioblastos derivados de 
ratones gpbp-1-/- se fusionaban peor que sus controles, de modo que la 
generación de miotubos era más limitada (Fig. 21A). En estudios de 
microscopía confocal, se comprobó que mientras en cultivos gpbp-1+/+ se 
observaba la formación de miofibrillas con estructura sarcomérica, en los 
cultivos gpbp-1-/- las miofibrillas formadas estaban escasamente estructuradas 
y la miosina se acumulaba frecuentemente en el citoplasma sin orden aparente 
(Fig. 21B). En estudios de microscopía electrónica (ME) se confirmó la 
deficiente organización de las miofibrillas en los cultivos gpbp-1-/- (Fig. 21C) y la 
aparición de cuerpos citoplasmáticos de material fibrilar que podían carecer de 
organización (Fig. 21D, izquierda) o presentar estructura radial (Fig. 21D, 
derecha).  
FIG. 20. Los mioblastos gpbp-1+/+ y 
gpbp-1-/- expresan marcadores de 
diferenciación. Cantidades similares de 
extractos de mioblastos gpbp-1+/+ (+/+) y 
gpbp-1-/- (-/-) cultivados en presencia de 
suero (ND) o después de cinco días de 
diferenciación (D) fueron analizados por 
Western blot con anticuerpos específicos 
contra las proteínas indicadas.  
 Akt 
       GAPDH 
ND ND D D
miosina 
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3.4.2 Caracterización bioquímica y morfológica del músculo estriado de 
ratones gpbp-1-/-. 
A pesar de la disminuída capacidad miofibrilogénica de los mioblastos gpbp-1-/-, 
los ratones gpbp-1-/- se desarrollaban con aparente normalidad, de modo que 
alcanzaban pesos y tamaños que no diferían de los alcanzados por ratones 
gpbp-1+/+ del mismo sexo y edad (datos no mostrados). Asimismo, los ratones 
gpbp-1-/- presentaban fertilidad inalterada y se reproducían entre ellos y con 
FIG. 21. Análisis comparativo 
del proceso de diferenciación 
en mioblastos gpbp-1+/+ y 
gpbp-1-/-. A, Cultivos de 
mioblastos gpbp-1+/+ (+/+) y 
gpbp-1-/- (-/-) fueron diferen-
ciados durante 5 días y 
observados por microscopía de 
contraste de fases. Amplifica-
ción: 100 x. B, Los cultivos 
usados en A fueron estudiados 
por microscopía confocal con 
anticuerpos contra miosina 
(verde). Los núcleos se tiñeron 
con DAPI (azul). Barras: 20 
µm. C, Los cultivos usados en 
A fueron analizados mediante 
ME. D, Detalle de los cuerpos 
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ratones gpbp-1+/+ con normalidad. Por otra parte, la falta de expresión de 
mGPBP-1 en ratones gpbp-1-/- no afectó al tamaño y forma de los músculos de 
las patas traseras tales como sóleo, gastrocnemio, cuádriceps y tibial anterior 
(resultados no mostrados).  
Por procedimientos de RT-PCR se analizaron los niveles de expresión de las 
distintas isoformas de mGPBP en los músculos de las patas traseras de 
ratones gpbp-1-/- (Fig. 22A). Se comprobó que en el músculo de ratones 
gpbp-1-/- sólo se observaba expresión de mGPBP-2, a unos niveles que eran 
similares a los de mGPBP-1 en los ratones control. Mediante análisis de 
Western blot se comprobó que la ausencia de expresión de proteína mGPBP-1 
en ratones gpbp-1-/- era efectivamente sustituida por la de proteína mGPBP-2, 
distinguible de mGPBP-1 por su mayor movilidad electroforética (Fig. 22B).  
FIG. 22. Estudio de la expresión de isoformas de mGPBP en ratones gpbp-1+/+ y gpbp-1-/-. A, El 
RNA del tejido muscular de las patas traseras de ratones gpbp-1+/+ (+/+) y gpbp-1-/- (-/-) fue sometido 
a RT-PCR con oligonucleótidos que hibridaban en los exones 10 y 12 de Col4a3bp en posiciones 
próximas al exón 11. Los productos fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa y 
visualizados mediante tinción con bromuro de etidio. En reacciones control (calles 1 y 2) se usaron la 
construcción pVAX-pCAGS-Stop-Gpbp (calle 1), y pVAX-pCAGS-Stop-GpbpD26, (calle 2) que 
contenían el cDNA de mGPBP-1 y -2, respectivamente. El tamaño de los productos generados por 
mGPBP-1 y mGPBP-2 en la PCR difería en los 76 pb del exón 11, y eran distinguibles en un gel de 
agarosa al 2%. Con flechas se señalan las posiciones de los productos principales de PCR generados 
por los mRNAs de mGPBP-1 (flecha superior) y mGPBP-2 (flecha inferior). B, Extractos de tejido 
muscular de las patas traseras de ratones gpbp-1+/+ (+/+) y gpbp-1-/- (-/-) fueron analizados por 
Western blot con anticuerpos mAb14. Las proteínas mGPBP-1 (+/+) y mGPBP-2 (-/-) se distinguen 
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Además de los análisis de expresión del gen Col4a3bp, se estudió la 
composición y la estructura del tejido muscular de ratones gpbp-1+/+ y gpbp-1-/- 
y de las miofibrillas aisladas correspondientes mediante técnicas de histología, 
inmunohistoquímica, microscopía confocal y ME. Estos estudios no mostraron 
signos de distrofia ni anomalías estructurales en cuádriceps, sóleos ni 
gastrocnemio. El número de fibras regenerativas de menor diámetro y con 
núcleos centrales, considerados indicios de regeneración muscular, resultó ser 
escaso tanto en ratones gpbp-1-/-  como en sus controles gpbp-1+/+. Los ratones 
gpbp-1+/+ y gpbp-1-/- tampoco mostraron diferencias en la proporción de fibras 
musculares de tipo II (con miosina rápida) y de tipo I (con miosina lenta) en 
músculos sóleos, según se comprobó por técnicas inmunohistoquímicas con 
cortes transversales usando anticuerpos contra ambos tipos de miosina. 
Estudios de ME tampoco revelaron anomalías estructurales en las miofibrillas 
ni diferencias en cuanto número, tamaño, forma o agrupación de las 
mitocondrias (resultados no mostrados).  
Posteriormente, se analizó la expresión de mGPBP-1 y mGPBP-2 en 
miofibrillas aisladas de ratones gpbp-1+/+ y gpbp-1-/- usando microscopía 
confocal (Fig. 23). En miofibrillas de ratones gpbp-1-/-, la proteína mGPBP-2 
ocupaba las mismas posiciones que la proteína mGPBP-1 en miofibrillas de 
ratones control gpbp-1+/+. Es decir, se situaba en el centro de la banda A 
(línea M) en co-localización con la miosina muscular. 
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Por otra parte, la estructura de las miofibrillas de ratones gpbp-1-/- no difería de 
la de ratones gpbp-1+/+, de modo que el análisis por microscopía confocal de la 
expresión y distribución de proteínas sarcoméricas como la miosina, la actinina 
(característica del disco Z) y la actina no permitió observar alteraciones en los 
ratones gpbp-1-/- (resultados no mostrados). 
La ausencia de mGPBP-1 no altera la fuerza ni la resistencia física de los 
ratones gpbp-1-/-. Aunque la ausencia de mGPBP-1 no provocó alteraciones 
estructurales evidentes en músculos de ratones adultos, cabía la posibilidad de 
que la función muscular estuviese de algún modo alterada. Para comprobarlo, 
ratones gpbp-1-/- y sus controles gpbp-1+/+ fueron sometidos a pruebas físicas 
de fuerza de sujeción (grip strength) y de fatiga. En las pruebas de fuerza de 
sujeción, los ratones gpbp-1-/- y gpbp-1+/+ se comportaron de forma similar, de 
FIG. 23. Las proteínas mGPBP-1 y mGPBP-2 se encuentran en la línea M de las miofibrillas de 
ratones gpbp-1+/+ y gpbp-1-/-, respectivamente. Miofibrillas aisladas a partir de músculos de las patas 
traseras de ratones gpbp-1+/+ (+/+, n=4) y gpbp-1-/- (-/-, n=4) fueron analizados por microscopía 
confocal con anticuerpos policlonales obtenidos en pollo contra proteínas GPBP (rojo), y con 
anticuerpos policlonales de conejo contra la cadena pesada de la miosina muscular (verde). La 
expresión miofibrilar de mGPBP-2 en ratones gpbp-1-/- no se distingue de la de mGPBP-1 en ratones 
gpbp-1+/+. Barras: 5 µm 
+/+ 
-/- 
mGPBP-2 Miosina Superposición 
mGPBP-1 Miosina Superposición 
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modo que las escasas diferencias en el rendimiento carecían de significación 
estadística según el test t de Student (Fig. 24).  
En los experimentos de resistencia a la fatiga (Fig. 25), los ratones fueron 
sometidos a una primera prueba en la que el trabajo desarrollado por los 
ratones gpbp-1-/- fue inferior al desarrollado por los ratones control gpbp-1+/+, 
aunque las diferencias carecían de significación estadística (Fig. 25A). 
Posteriormente, los ratones fueron sometidos durante tres días consecutivos a 
pruebas de esfuerzo adicionales en condiciones más exigentes, aunque 
tampoco en este caso hubo diferencias significativas entre los ratones gpbp-1-/-  
y sus controles (Fig. 25B). 
FIG. 24. La ausencia de mGPBP-1 no 
altera la fuerza de sujeción de los 
ratones. Ratones gpbp-1+/+ (+/+, n=7) y 
gpbp-/- (-/-, n= 9) fueron sometidos a 
pruebas de fuerza de sujeción. Han sido 
representados en diagrama de barras las 
medias de los experimentos en unidades de 
Newton/gramo de ratón x 100 junto con los 
errores estándar de media (EEM).  
+/+ -/-
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3.5 Caracterización de ratones transgénicos que expresan GPBP-1 
humana (ratones Tg-hGPBP-1). 
Para profundizar en el conocimiento del papel de mGPBP-1 en la miogénesis, 
se utilizó un modelo de ratón transgénico sobre fondo genético C57BL/6 
(Tg-hGPBP-1), que expresaba de modo ubicuo la proteína humana (h) GPBP-1 
fusionada al péptido FLAG (FLAG-hGPBP-1), y que habíamos previamente 
desarrollado y utilizado para otros propósitos (Revert et al. 2007). En adelante, 
se usará también el término hGPBP-1 para hacer referencia a la proteína 
FLAG-hGPBP-1 expresada en los ratones Tg-hGPBP-1. 
FIG. 25. La ausencia de mGPBP-1 en los músculos no altera de forma significativa la resistencia 
física de los ratones. A, Ratones gpbp-1+/+ (+/+, n= 7) y gpbp-1-/- (-/-, n= 9) fueron sometidos a una 
prueba de esfuerzo en una cinta sin fin. El trabajo desarrollado fue calculado y representado (media ± 
EEM). No se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de ratones con el test t de 
Student. B, Los animales usados en A fueron posteriormente sometidos a tres pruebas de esfuerzo 
adicionales en días sucesivos en condiciones más exigentes. El trabajo desarrollado ha sido calculado 
y representado como en A.  
A B 
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3.5.1 La expresión de hGPBP-1 en los mioblastos de ratón Tg-hGPBP-1 
facilita el ensamblaje del citoesqueleto miofibrilar durante la 
miogénesis.  
De modo similar a como se había hecho con ratones gpbp-1-/- y gpbp-1+/+, se 
derivaron líneas celulares de mioblastos a partir de músculo cuádriceps de 
ratones Tg-hGPBP-1 (Tg) y de sus controles no transgénicos C57BL/6 (C). Una 
vez inmortalizadas las líneas celulares, se analizó la expresión de GPBP por 
Western blot (Fig. 26) utilizando mAb-N27 (Miralem et al. 2010), anticuerpos 
que reconocen las proteínas GPBP-1,-2 y sus ortólogas murinas. Se comprobó 
un aumento de reactividad con anticuerpos contra GPBPs en lisados de 
mioblastos Tg-hGPBP-1 (Fig. 26A, Tg) que correspondía a la expresión de la 
proteína recombinante FLAG-hGPBP-1 como se comprobó por 
inmunoprecipitación con resina anti-FLAG y posterior análisis de los 
inmunoprecipitados por Western blot (Fig. 26B).  
FIG. 26. Caracterización de la expresión recombinante de hGPBP-1 en los mioblastos 
Tg-hGPBP-1. A, Extractos de mioblastos no diferenciados procedentes de ratones Tg-hGPBP-1 (Tg) 
y C57BL/6 (C) fueron analizados por Western blot con anticuerpos anti-GPBP mAb-N27 (parte 
superior) y con anticuerpos anti-tubulina (parte inferior). Las cabezas de flecha señalan la posición de 
las proteínas indicadas. B, Los extractos de A fueron extraídos con resina anti-FLAG (IP) y el 
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Para estudiar el efecto de la expresión de hGPBP-1 sobre la capacidad 
miogénica, los mioblastos Tg-hGPBP-1 y control fueron diferenciados en 
paralelo. Los mioblastos Tg-hGPBP-1 evidenciaron mayor capacidad de fusión 
y miofibrilogénica que los mioblastos control (Fig. 27). Estos resultados eran 
consistentes con los observados con las líneas de mioblastos derivados de 
ratones gpbp-1-/-, carentes de mGPBP-1, cuya capacidad miogénica era inferior 
a la de sus controles gpbp-1+/+ (Fig. 21). De este modo, tanto la formación de 
miotubos por fusión de mioblastos como la generación de miofibrillas se 
encontraba potenciada por la expresión de hGPBP-1.  
 FIG. 27. La expresión de FLAG-hGPBP-1 potencia la miogénesis. Mioblastos derivados de 
ratones Tg-hGPBP-1 (Tg) y de ratones control C57BL/6 (C) fueron cultivados en condiciones de 
diferenciación durante 2 días y analizados por microscopía confocal con anticuerpos monoclonales 
contra la miosina muscular (verde). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Barras: 20 µm  
C Tg 
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También se comprobó que en mioblastos Tg-hGPBP-1 diferenciados, GPBP-1 
(incluyendo mGPBP-1 y hGPBP-1) se localizaba en espacios intermiofibrilares, 
y en ocasiones co-localizando con la banda A en las miofibrillas en formación 
(Fig. 28). 
3.5.2 Análisis bioquímicos y morfológicos del tejido muscular y las 
miofibrillas de los ratones Tg-hGPBP-1. 
Para estudiar la expresión de proteínas GPBP en ratones Tg-hGPBP-1, se 
obtuvieron extractos proteicos tanto de músculos enteros como de miofibrillas 
aisladas que fueron analizados por Western blot (Fig. 29) con anticuerpos 
contra: 1) GPBP (mAb-N27); 2) actinina, una proteína exclusivamente 
FIG. 28. GPBP-1 se expresa en las proximidades de las miofibrillas en formación.  
Mioblastos Tg-hGPBP-1 fueron cultivados en medio de diferenciación durante 2 días y 
procesados para ser observados por microscopía confocal con anticuerpos policlonales anti-GPBP 
obtenidos en conejo (rojo) y anticuerpos monoclonales contra la cadena pesada de la miosina 
muscular (verde). En la imagen inferior, la punta de flecha indica co-localización de GPBP-1 con 
la banda A de una miofibrilla. La flecha indica la región de la imagen cuyas distribuciones de 
fluorescencias roja (GPBP-1) y verde (miosina) se muestran en las gráficas de la derecha. Los 
núcleos se marcaron con DAPI (azul). Las puntas de flecha en la parte superior de las gráficas de 
la derecha indican puntos de co-localización de miosina y GPBP-1. Barras: 5 µm 
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miofibrilar; y 3) GAPDH, una proteína no miofibrilar. En los extractos de 
músculo, mAb-N27 reconoció una única banda de 77 kDa en ratones control 
(Fig. 29, C) y dos bandas muy próximas en ratones Tg-hGPBP-1 (Fig. 29, Tg) 
de las que la superior debía ser la proteína recombinante hGPBP-1 y la inferior 
la proteína endógena mGPBP-1. Con extractos de miofibrillas, los anticuerpos 
mAb-N27 mostraron un patrón de expresión de proteínas GPBP similar al de 
los extractos musculares, siendo parecida la intensidad de las bandas 
detectadas para idénticas cantidades de extractos. Por el contrario, la proteína 
sarcomérica actinina, exclusiva de los discos Z, se veía claramente enriquecida 
en extractos miofibrilares. Al mismo tiempo, la presencia de la enzima glicolítica 
GAPDH en extractos miofibrilares era muy limitada en comparación con lo 
observado en los extractos musculares. Todo esto indicaba que si bien 
mGPBP-1 y hGPBP-1 formaban parte de las miofibrillas, esta no era su único 
lugar de expresión en el tejido muscular.  
FIG. 29. GPBP-1 es una proteína presente en miofibrillas de ratón. Extractos proteicos de 
músculo total y de miofibrillas (50 µg) de patas posteriores de ratones control C57BL/6 (C) y Tg-
hGPBP-1 (Tg) fueron analizados por Western blot con los anticuerpos indicados. Con flechas se 










C Tg C Tg FLAG-
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Finalmente, utilizando resina anti-FLAG-agarosa se procedió a inmunopurificar 
FLAG-hGPBP-1 a partir de extractos de miofibrillas procedentes de ratones 
Tg-hGPBP-1 (Fig. 30), 
La expresión de hGPBP-1 no pudo ser asociada a cambios o alteraciones 
estructurales. Así, los estudios histológicos de músculos cuádriceps usando la 
tinción de HE no permitieron observar diferencias entre ratones Tg-hGPBP-1 y 
controles, y ni en unos ni en otros se advirtieron signos de distrofia. En estudios 
de inmunohistoquímica con cortes transversales de sóleos de ratones control y 
Tg-hGPBP-1, tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a la 
frecuencia de fibras de tipo I (con miosina muscular lenta) y de tipo II (con 
miosina muscular rápida). Por otra parte, el análisis por microscopía confocal 
de miofibrillas aisladas a partir de músculos de ratones controles y 
Tg-hGPBP-1 no revelaron la existencia de diferencias en la distribución de 
miosina, actinina y actina (no mostrado) entre ambas líneas de ratones.  
FIG. 30. Inmunopurificación de la proteína 
recombinante FLAG-hGPBP-1 a partir de 
extractos de miofibrillas de ratones 
Tg-hGPBP-1. Un miligramo de extracto de 
proteínas procedente de miofibrillas de ratón 
control C57BL/6 (C) y de ratón Tg-hGPBP-1 (Tg) 
fue sometido a inmunoprecipitación con resina 
anti-FLAG-agarosa y análisis por Western blot del 
material inmunoprecipitado con mAb-N27. Se 
indican la posición (cabeza de flecha) y la 
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3.5.3 La expresión de hGPBP-1 disminuye la resistencia física de los 
ratones y promueve la aparición de agregados tubulares en el tejido 
muscular.  
Finalmente, se sometieron ratones Tg-hGPBP-1 y sus controles a las mismas 
pruebas funcionales a las que habían sido sometidos los ratones gpbp-1-/- y 
gpbp-1+/+. En la prueba de fuerza de sujeción, los resultados obtenidos con 
ratones Tg-hGPBP-1 no difirieron de los obtenidos con sus controles (Fig. 31).  
En las pruebas de resistencia sobre una cinta sin fin, los ratones Tg-hGPBP-1 
resultaron menos resistentes que sus controles y desarrollaron menos trabajo 
que éstos, aunque las diferencias no alcanzaban significación estadística 
según el test t de Student (Fig. 32A). Sin embargo, en pruebas realizadas en 
días consecutivos y en condiciones más exigentes, las diferencias entre 
ratones transgénicos y controles aumentaron progresivamente y llegaron a ser 
estadísticamente significativas (Fig. 32B).  
FIG. 31. La expresión de hGPBP-1 en el ratón no altera 
su fuerza de sujeción. Ratones Tg-hGPBP-1 (Tg, n=12) y 
sus controles C57BL/6 (C, n=8) fueron sometidos a 
pruebas de fuerza de sujeción. Se representan las medias 
de los ensayos realizados con los EEM, siendo las 
unidades Newton/gramo de ratón x 100.  
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Finalizadas las pruebas de resistencia a la fatiga y transcurridas 24 h, los 
ratones fueron sacrificados y muestras de su tejido muscular analizadas. La 
histología no desveló diferencias entre los ratones Tg-hGPBP-1 y controles. De 
este modo, las tinciones con HE no evidenciaron signos que pudieran explicar 
las diferencias de resistencia observadas (datos no mostrados). Del mismo 
modo las mitocondrias cardíacas de los ratones Tg-hGPBP-1 no mostraban 
una actividad citocromo c oxidasa reducida en comparación con mitocondrias 
control (Fig. 33), ni tampoco en mitocondrias aisladas de músculo esquelético 
(datos no mostrados).  
FIG. 32. La expresión de hGPBP-1 en ratones disminuye su resistencia física. A, Ratones 
Tg-hGPBP-1 (Tg, n= 12) y sus correspondientes controles C57BL/6 (C, n=8) fueron sometidos a un 
primer ensayo de resistencia en cinta sin fin. Se muestran las medias con los EEM del trabajo 
desarrollado por ambos grupos de ratones expresado en Julios. B, Un día después del primer ensayo, 
los ratones fueron sometidos a pruebas adicionales en días consecutivos y en condiciones 
progresivamente más exigentes. Los resultados se expresan como en el panel A. Los asteriscos 
indican la existencia de diferencias significativas entre los dos grupos de ratones según el método de 
análisis estadístico t de Student (p<0,01).  
A B 
C Tg C Tg C Tg C Tg 
Día 1 Día 2 Día 3 
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Además, después del esfuerzo los ratones TG-hGPBP-1 y sus controles 
mostraron niveles similares de la proteína mitocondrial MCII70 (subunidad FP 
del complejo II mitocondrial de 70 kDa) y de GRP78 (un biomarcador de estrés 
de RE) en los músculos de las patas, según se comprobó por Western blot 
(Fig. 34). Esto indicaba que no había diferencias entre ambos tipos de ratones 
en cuanto a la cantidad de mitocondrias en los músculos de las patas (MCII70) 
y descartaba que la fatiga de los ratones Tg-hGPBP-1 estuviera mediada por 
un estrés de retículo. 
Muestras musculares analizadas mediante ME no evidenciaron diferencias 
entre ratones Tg-hGPBP-1 y sus controles en cuanto a estructura, tamaño, 
FIG. 33. La actividad de la citocromo c 
oxidasa mitocondrial en los ratones Tg-
hGPBP-1 y en sus controles son similares. 
Un día después de finalizarse las pruebas de 
fatiga, se aislaron mitocondrias cardíacas de 
ratones Tg-hGPBP-1 (Tg, n=2) y de sus 
controles (C, n=2) y se determinó la actividad 
citocromo c oxidasa. Se representan las medias 
con las desviaciones estándar de las medias de 
los resultados obtenidos.  
FIG. 34. La expresión de hGPBP-1 en 
ratones no altera la expresión de la proteína 
mitocondrial MCII70 ni del marcador de 
estrés de retículo endoplásmico GRP78.  
Cincuenta microgramos de extractos de 
proteína de músculos de extremidades de 
ratones control (C, n=2) y Tg-hGPBP-1 (Tg, 
n=2) fueron analizados por Western blot con 
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número y distribución de las mitocondrias, ni revelaron anomalías estructurales 
en los sarcómeros (resultados no mostrados).  
La única diferencia estructural que se observó entre el músculo esquelético de 
los ratones Tg-hGPBP-1 y sus controles fue la aparición de agregados 
tubulares en músculos de ratones Tg-hGPBP-1 después de los ensayos de 
fatiga (Fig. 35). Estos agregados son estructuras membranosas cuyo origen se 
sitúa en el retículo sarcoplásmico (RS) (Chevessier et al. 2005) y cuya 
formación ha sido asociada a alteraciones en la homeostasis del calcio (Salviati 
et al. 1985).  
3.6 Proteínas del músculo esquelético que interaccionan con GPBP-1.  
El patrón de localización estriado de las proteínas GPBP en cortes de tejido 
muscular y la presencia de mGPBP-1 en las miofibrillas de ratón, sugerían que 
GPBP-1 interaccionaba con proteínas miofibrilares o con estructuras próximas 
a las miofibrillas como el RS.  
FIG. 35. Los ratones Tg-hGPBP-1 
desarrollan agregados tubulares. Micrografía 
electrónica representativa de agregados 
tubulares formados en cuádriceps de ratón 
Tg-hGPBP-1 (n=2) después de realizar los 
ensayos de fatiga que no se encontraron en sus 
respectivos controles de la misma edad (n=2).  
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3.6.1 VAP-A: Co-localización e interacción con GPBP-1. 
Anteriormente se había descrito la interacción de GPBP-2 con la proteína 
integral de la membrana del retículo endoplásmico VAP-A (Kawano et al. 
2006), que en tejido muscular se encuentra en el RS con un patrón de 
distribución estriado (Gkogkas et al. 2008). Mediante microscopía de 
inmunofluorescencia con cortes de tejido muscular de ratón, se pudo 
comprobar que mGPBP-1 co-localizaba con VAP-A, poniendo en evidencia que 
las dos proteínas co-localizan en la línea M (Fig. 36). 
Por otra parte, mediante técnicas de far Western se comprobó que VAP-A 
interaccionaba de modo específico y directo con GPBP-1 (Fig. 37). 
FIG. 36. VAP-A y mGPBP-1 
co-localizan en músculo esquelético 
de ratón. Cortes de cuádriceps de 
ratón fueron analizados por 
microscopía confocal usando 
anticuerpos policlonales de cabra 
contra VAP-A y anticuerpos 
policlonales obtenidos en pollo 
contra GPBP. A la derecha se 
muestra la distribución de 
intensidades de fluorescencia para 
cada proteína a lo largo de la región 
marcada por la flecha en la imagen de 
superposición. Las cabezas de flecha 
de arriba indican puntos de co-
localización de VAP-A y GPBP-1. 
Barras: 5 µm 
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3.6.2 GPBP-interacting proteins (GIPs): isoformas de FILIP1L 
preferentemente expresadas en músculo estriado. 
Para profundizar en el papel biológico de GPBP-1 en el tejido muscular, 
utilizando la técnica de dos-híbridos en levadura, se aisló un cDNA de músculo 
esquelético humano de 800 pb (I-20) que codificaba un polipéptido que se unía 
fuertemente a GPBP-1 (Revert-Ros et al. 2011). A partir de I-20, con técnicas 
estándar de hibridación de ácidos nucleicos y de PCR se realizó el clonado 
molecular de las proteínas GIP, polipéptidos de 90 y 130 kDa: GIP90 (GenBank 
accession AF329092), GIP130a (AF514867), GIP130b (AF514868), GIP130c 
(AF514869) y GIP130d (AY642382) (Revert-Ros et al. 2011). Las proteínas 
GIP son codificadas por el gen FILIP1L, situado en la región 3q12 del genoma 
humano, que genera una familia de al menos doce mRNAs (Fig. 38).  
FIG. 37. VAP-A se une específicamente a GPBP. GPBP-1 producida en levadura (200 ng), BSA 
(600 ng) y actina (400 ng) fueron analizadas mediante SDS-PAGE. El gel fue teñido con azul de 
Coomassie (Coomassie) o transferido a una membrana de PVDF e incubado o bien con VAP-A 
purificada (1 μg/mL) y con anticuerpos de cabra contra VAP-A (far Western), o bien con anticuerpos 
de cabra contra VAP-A (control). Ambas membranas fueron posteriormente incubadas con 
anticuerpos anti-IgG de cabra marcados con peroxidasa y reveladas con un sustrato 







 far Western   Control 
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El análisis de los mRNAs generados por FILIP1L ha permitido poner en 
evidencia que este gen está sometido a un amplio programa de diversificación 
transcripcional. Este programa incluía el uso de al menos dos promotores 
alternativos: 1) un promotor distal (aguas arriba hacia 5’) que generaba los 
mRNAs de las proteínas GIP (AF329092, AF514867, AF514868, AF514869 y 
AY642382) y de la isoforma BC020941, que tienen en común la presencia de 
los exones 1-4 y 2) un promotor proximal (aguas abajo hacia 3’) que controlaba 
FIG. 38. Representación de la estructura exón-intrón del gen FILIP1L y de la secuencia 
exónica presente en cada uno de los mRNAs generados por este gen humano. Aparece también 
representado el cDNA I-20 aislado mediante la técnica de dos-híbridos en levadura. Con el símbolo 
χ se han indicado las especies identificadas por nosotros. Con espacios huecos se han representado 
fragmentos exónicos ausentes en los mRNAs. Con el término poli-A se indican los mRNAs cuya 
cola de poli-adenosinas ha sido descrita. 
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la expresión de BC027860 y las isoformas BC027860 (U53445, AK096195, 
AK225855, EU531865, EU531866), todas ellas carentes de los exones 1-4. La 
existencia de al menos dos promotores se puso en evidencia porque las 
isoformas AK096195 y AK225855, tienen definido el sitio de inicio de 
transcripción (transcription start site o TSS) en el exón 6, y por lo tanto las 
isoformas con exones 1-4 tenían que generarse necesariamente a partir de otro 
promotor aguas arriba en la cadena de DNA. La existencia de un promotor 
proximal ha sido confirmada por otros autores (Burton et al. 2011). Además, el 
gen FILIP1L presenta polimorfismo de DNA, que afecta al nucleótido 503 de la 
pauta abierta de lectura de las proteínas GIP, y que impacta el sentido del 
codón 168 de las las mismas. Así, mientras GIP90, GIP130a y GIP130c tienen 
G503 en su mRNA y R168 en su estructura primaria, GIP130b y GIP130d 
presentan A503 y H168, respectivamente, siendo la función biológica de este 
polimorfismo todavía desconocida (Revert-Ros 2004).  
Por otra parte, se observó que un fenómeno de poliadenilación diferencial 
generaba mRNAs con extremos 3’ alternativos localizados en los exones 5 
(BC0200941), 8 (U53445 y BC027860) y 9 (AF329092). También se produce el 
fenómeno de empalme alternativo de exones internos, como se evidencia en 
AK225855, con un exón 7 ausente en todas las demás especies de mRNA. La 
inclusión del exón 9 como exón terminal (AF329092, AF514867, AY642382, 
EU531865 y EU531866) siempre lleva aparejada un acortamiento del exón 8, 
porque este aporta una secuencia interna de consenso de inicio de intrón 
(5’ splice site) que resulta operativa cuando, y probablemente como 
consecuencia de un retardo en la poliadenilación del pre-mRNA, se transcribe 
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el exón 9 que aporta un consenso de final de intrón (3’ splice site), según se 
esquematiza en la Fig. 39. 
 
La actividad del promotor distal de FILIP1L y la consiguiente transcripción de 
los exones 1-4 característicos de las proteínas GIP parece ser propia de 
músculo estriado (Revert-Ros et al. 2011). De modo análogo a lo que sucede 
con los exones 1-4, mediante técnicas de PCR sobre bibliotecas de cDNA de 
distintos tejidos humanos, hemos podido comprobar que el exón 9 tiene una 
expresión restringida, siendo únicamente notable su expresión en el músculo 
esquelético (Fig. 40). 
FIG. 39. La poliadenilación retardada y consiguiente transcripción del exón 9 de FILIP1L 
produce un acortamiento del exón 8. A, Esquema representativo del acortamiento que se produce 
en el exón 8 cuando el exón 9 es transcrito. B, Secuencia de DNA en las regiones indicadas del 
exón 8 y del límite entre el intrón 8 y el exón 9, alineada a los consensos de inicio y final de intrón, 
donde R representa una purina e Y una pirimidina.  
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Uno de los fenómenos más llamativos que participan en la diversificación de los 
productos derivados de FILIP1L es la existencia de inserciones puntuales de 
nucleótidos sobre el pre-mRNA dentro del exón 8. En particular, las especies 
AF329092 (GIP90), U53445 y EU531865 presentan la inserción de una 
adenosina en una posición homóloga que conlleva un cambio en la pauta de 
lectura y detención prematura de la traducción. Hemos comprobado que el 
DNA del donante del que procede la especie de mRNA EU531865 carece de la 
adenosina correspondiente, lo que significa que la presencia de la adenosina 
en el mRNA tiene que deberse a una inserción post-transcripcional sobre el 
pre-mRNA, o lo que es lo mismo, a un fenómeno de edición de pre-mRNA 
(Fig. 41). 
FIG. 40. El exón 9 de FILIP1L tiene expresión restringida. Cantidades similares de bibliotecas 
de cDNA procedentes de distintos órganos o tejidos (Clontech) fueron analizadas mediante PCR 
con oligonucleótidos que amplifican el exón 8 completo (exón 8) o una región que comprende el 
exón 8 acortado y el exón 9 de FILIP1L (exón 9), respectivamente. Los distintos productos fueron 
sometidos a electroforesis en gel de agarosa y visualizados con bromuro de etidio y luz UV. M, 






EXONES 8 y 9 
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Es importante señalar que a partir de la misma muestra biológica de la que 
procede EU531865 pudimos amplificar también AF514867, AF514868 y una 
secuencia equivalente a BC027860, ninguna de las cuales presentaba la 
correspondiente inserción nucleotídica, lo que ponía en evidencia que, dentro 
del mismo tejido, el fenómeno de la inserción no se producía en todas las 
especies de mRNA. Además de la inserción de adenosinas, los productos de 
FILIP1L también sufrían modificación química de bases nitrogenadas 
específicas como se observaba en EU531865, donde una timina era sustituída 
por una citosina y dos adeninas por guaninas, y de nuevo, estos cambios no se 
objetivaban en otros mRNAs de FILIP1L en la misma muestra biológica. 
Asimismo, en el mRNA EU531866 se producía un cambio de timina por citosina 
y otro de guanina por adenina. En todos estos casos el cambio se produce 
entre nucleótidos de purinas (A, G) o pirimidinas (T, C) datos no mostrados. 
Además de todo esto, también era llamativa la presencia de deleciones intra-
exónicas dentro del exón 8. Estas deleciones, que no utilizan los consensos 
para intrones, han sido descritas en otras ocasiones (Zhang et al. 1999), y en el 
FIG. 41. Secuencia de 
nucleótidos del cDNA de la 
especie EU531865 y del 
correspondiente DNA. En el 
DNA hay 8 nucleótidos de 
adenina mientras que en la 
región homóloga del cDNA 
indicado hay 9. En los mRNAs 
U53445 y AF329092 también 
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caso de las especies de FILIP1L alcanzan una longitud de hasta 505 pb 
(EU531866). 
3.7 Principales características de la estructura primaria de las proteínas 
GIP. 
Las estructuras primarias de las proteínas GIP conservan un dominio CortBP2 
(Cortactin Binding Protein 2) y predicen características estructurales como 
superhélices, cremalleras de leucina y en algunos casos estructuras de 
poliprolina.  
3.7.1 El dominio CortBP2 y características estructurales de las isoformas 
derivadas del gen FILIP1L y de genes ortólogos. 
El dominio CortBP2, presente en GIP130a(3) y en otras siete proteínas 
relacionadas, se ha identificado y registrado recientemente (20-01-2010) en la 
base de datos CDD (Conserved Domain Database) del NCBI (pfam09727). En 
la Fig. 42 se muestra el alineamiento múltiple de las ocho secuencias que 
modelizan el dominio. Este dominio, cuya función se desconoce en la 
actualidad, se conserva en el extremo N terminal de todas las proteínas GIP y 
en proteínas parálogas y ortólogas (ver más adelante).  
(3) De ahora en adelante, y a menos que se indique lo contrario, con el término GIP130 se hará 
referencia a la isoforma GIP130a 
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Q95QQ9 (C elegans)*  34 NLPEEQGVN.[1].FSSDELMKLLSFMEGEVQAREDVIDHLKRERTKILLSEA 
GIP130 (H. sapiens)        57 HSGNGHQAE.[1].LSRDDLLFLLSILEGELQARDEVIGILKAEKMDLALLEA 
Q4SEP7 (T. nigroviridis)*   60 AGGREKGRD     LSRDDLIFLLSLLEGELQARDEVITVLKADKLDVALLEA 
CortBP2 (C. aethiops)       26 AAKKEFDVD.[1].LSKSELRMLLSVMEGELEARDLVIEALRARRKEVFIQER 
CortBP2 (O. anatinus)       23 PAKKEFDVD.[1].LSKAELRMLLSVMEGELEARDVVIEALRARRKEVFIQER 
FILIP1 (H. sapiensgi)  65 CERKTKKSL.[1].LSKEDLIQLLSIMEGELQAREDVIHMLKTEKTKPEVLEA 
Q4SD24 (T. nigroviridis)*   39 EEEKRKRCG.[1].LSKKDLLHLLGVMEGEVQAREDIIVLLKSDRTGADTLEA 
CTTNBP2 (G. gallus) 22 AAKREFDVD.[1].LSKPELRMLLSVMEGELEARDLVIEALRARRKEVFIQER
[1].YGKLNMNDPFAALRRDSAITG.[1].QIDEEKI.[3].YESQVDQLDKMMAVQKQSQRNAAVLLVALEKKQYK.[36].I 
[1].YGFVTPKKVLEALQRDAFQAK.[1].TPWQEDI     YEKPMNELDKVVEKHKESYRRILGQLLVAEKSRRQ.[36].I 
[1].YGFVTPQNVLQALQRDAVQGR.[1].DAFQEDI     YQKPMEELDKLVEKQRETQGRMLQQLLLAERAHQR.[36].V 
    YGRFNLNDPFLALQRDYEAGA.[1].DKEKKPV     CTNPLSILEAVMAHCKKMQERMSAQLAAAESRQKK      L 
    YGRFNLNDPFLALQRDYEAGA.[1].EAEKKPV     CTNPLSILEAVMAHCRKMQERMSAQLAAAESRQKK      L 
[1].YGSAEPEKVLRVLHRDAILAQ.[1].KSIGEDV     YEKPISELDRLEEKQKETYRRMLEQLLLAEKCHRR.[36].L 
[1].YGSSVPIKPLQALQRDGLLTA     GPQSQDV     YQGPMAELERLELKQKETYRRMLEQLLLAEKCHRR.[37].L 









Además de la presencia del dominio CortBP2, en las proteínas GIP se 
distinguía una región central que predecía una estructura super-helicoidal 
(coiled-coil), característica de proteínas estructurales, que incluye cremalleras 
de leucina. A ambos lados de esta región se sitúan dominios no super-
helicoidales. El dominio CortBP2 de las proteínas GIP participaba en la 
interación con GPBP-1, según se colige de estudios anteriores realizados 
mediante la técnica de dos-híbridos en levaduras (Fig. 43). 
FIG. 42. Alineamiento múltiple de las secuencias utilizadas para modelizar el dominio 
CortBP2. Las proteínas utilizadas y la especie a la que pertenecen se detallan al inicio de cada 
secuencia. Los asteriscos indican proteínas sin nombre oficial en la base de datos del NCBI; se 
muestra en estos casos el acceso a la base de datos Universal Protein Resource (UniProt). En 
números en verde se indica la posición del inicio y del final de cada secuencia en la estructura 
primaria de la proteína correspondiente. Entre corchetes se especifica el número de aminoácidos no 
alineados en el modelo. Se representan en rojo los aminoácidos más conservados en el conjunto de 
las proteínas que definen el dominio y en azul los menos conservados. Resaltan en fondo amarillo y 
subrayados los residuos correspondientes a los polipéptidos de GIP130 necesarios para la interacción 
con GPBP (Saus y Revert-Ros 2006). Números de acceso de las proteínas en el NCBI: Q95QQ9 
(C. elegans), GI: 75019623; GIP130 (H. sapiens), GI: 162416295; Q4SEP7 (T. nigroviridis), 
GI: 82263993; CttnBP2 (O. anatinus), GI: 118572272; CttnNP2 (C. aethiops gi), 118572262; FILIP1 
(H. sapiens), GI: 74750226; Q4SD24 (T. nigroviridis), GI: 82263423; CTTNBP2 (G. gallus), 
GI: 148727317. 
88 




GPBP-1 interaccionaba con las proteínas GIP, que contienen el dominio 
CortBP2, pero no una isoforma de 102 kDa (FILIP1L-102), que carece de este 
dominio (Revert-Ros 2004), poniendo en evidencia que la presencia de 
CortBP2 en el extremo N confería a estas proteínas el punto de reconocimiento 
principal para GPBP-1.  
FILIP1L forma parte de un grupo de tres genes parálogos que también incluye 
FILIP1 (Filamin A Interacting Protein 1) y LUZP1 (Leucine Zipper Protein 1), 
que codifican las proteínas L-FILIP (Nagano et al. 2002) y LUZP1, 
respectivamente. Los tres genes se conservan en vertebrados. Sólo FILIP1L y 
FILIP1 codifican proteínas con dominio CortBP2. En humanos, existe otro 
grupo independiente de genes parálogos con similitud con FILIP1L, compuesto 
FIG. 43. El dominio CortBP2 de las proteínas GIP participa en la interacción con 
GPBP-1. Representación esquemática de los polipéptidos ensayados en la tesis doctoral de 
Revert-Ros (2004) sobre la que se resaltan los rasgos estructurales más relevantes (región 
coiled-coil, cremalleras de leucina y dominio CortBP2). A la derecha se representa con cruces 
(+) la capacidad de interacción con GPBP-1 en ensayos de dos híbridos en levadura. Los 
accesos a las secuencias de mRNA y cDNA de las isoformas completas representadas son: 
AF329092 (GIP90), AF514867 (GIP130) y BC027860 (FILIP1L-102). 
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por los genes Cortactin Binding Protein 2 (CTTNBP2) y Cortactin Binding 
Protein 2 N terminal like (CTTNBP2NL) que se conservan en cordados, y 
codifican las proteínas CTTNBP2 y la CTTNBP2NL, respectivamente, ambas 
con un dominio CortBP2. En la Fig. 44 se representa la historia evolutiva de los 
dos grupos de genes parálogos mencionados según el método de predicción 
de paralogía/ortología descrito por Vilella et al. (2009), que utiliza el servicio 
informático de la plataforma Ensemble.  
FIG. 44. Esquema representativo de la historia evolutiva del gen FILIP1L y los genes humanos 
relacionados. Se detalla el número de acceso a la base de datos Ensembe de cada gen representado.  
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3.7.1.1 El dominio CortBP2 es la región más conservada en las proteínas 
GIP, L-FILIP, CTTNBP2 y CTTBP2NL. 
Las estructuras primarias de las proteínas GIP, L-FILIP, CTTNBP2 y 
CTTNBP2NL presentan su mayor homología en el dominio CortBP2 (Fig. 45). 
Las funciones del dominio CortBP2 son hasta ahora desconocidas, pero hay 
dos hechos que sugieren cuales pueden ser: 1) En el dominio CortBP2 de las 
proteínas GIP o en regiones limítrofes del dominio se enmarcan los motivos 
necesarios para su interacción con GPBP-1 (Saus y Revert-Ros 2006). 2) Las 
proteínas L-FILIP, CTTNBP2 y CTTNBP2NL, que contiene el dominio, tienen 
funciones relacionadas con el citoesqueleto: L-FILIP se asocia al citoesqueleto 
de actina a través de la filamina A y regula la migración celular (Nagano et al. 
2002), y CTTNBP2 y CTTNBP2NL se unen a complejos de miosina V y dineína 
que controlan la proliferación y la división celular (D’Ambrosio 2010). Por 
consiguiente, es posible que GPBP regule funciones celulares a través de la 
interacción con proteínas con dominios CortBP2 que estén asociadas al 
citoesqueleto.  
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10. Los asteriscos indican identidad en las cuatro proteínas. Enmarcados en azul se indican los
residuos de GIP130 necesarios para la interacción con GPBP. 
FIG. 45. El dominio Cortbp2 es la región con   mayor homología entre las proteínas parálogas de GIP130. Alineamiento múltiple obtenido con el programa informático PRALINE de la estructura 
primaria de GIP130, FILIP1, CTTNBP2 y CTTNBP2NL (NP_878913.2, NP_056502.1, NP 
219499.1 y NP_061174.1 respectivamente). El marco negro delimita el dominio CortBP2 en cada 
secuencia. La gradación de colores (más azul men os conservación y más rojo mayor conservación) y 
los números de la última fila indican el grado de conservación de cada residuo en una escala del 1 al 
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3.7.2 Proteínas del gen FILIP1L y de genes parálogos conservan 
consensos PxxP en sus extremos carboxilos. 
Las proteínas GIP de 130 kDa también contienen regiones que predicen la 
existencia de hélices de poliprolina II (PPII) en el dominio no super-helicoidal C 
terminal, característico de los ligandos de dominios SH3. Dicha estructura viene 
definida por tres motivos PxxP en tándem (PxxPxxPxxP), donde “P” representa 
prolina y “x” cualquier residuo. Finalmente, el alineamiento pone en evidencia la 
presencia de un consenso PxxP en todas las proteínas ortólogas de GIP130, 






FIG. 46. Esquema comparativo de los rasgos estructurales conservados entre proteínas 
ortólogas de GIP130. Arriba se destacan los rasgos estructurales de GIP130 y de las proteínas 
ortólogas indicadas: región superhelicoidal, cremalleras de leucina, dominio CortBP2, motivo PxxP y 
motivo PxxPxxPxxP. A la derecha del esquema se presenta el alineamiento de la región de GIP130 
humano que contiene el motivo PxxPxxPxxP con las correspondientes regiones homólogas de las 
especies indicadas a la izquierda de la figura. Las secuencias que predicen motivos de unión a 
dominios SH3, según el programa ANCHOR, se muestran en mayúscula, y las prolinas subrayadas 
forman parte del consenso completo PxxPxxPxxP. Entre paréntesis, se indica el número del residuo 
en la secuencia de cada proteína. Las secuencias representadas son: NP_878913.2 para GIP130 
humana, NP_001157368.1 para su proteína ortóloga de caballo, NP_001035487.2 para la de ratón y 
NP_001103956.1 para la de pez cebra. En la tabla se detalla el porcentaje de identidad respecto a la 
secuencia humana según el programa BLASTP (NCBI), la posición de los residuos inicial y final del 
dominio CortBP2 en cada proteína, y la probabilidad de que las homologías del dominio se deban al 
azar (E-value).  
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Los mecanismos de diversificación del gen FILIP1L humano permiten la 
expresión de proteínas que teniendo parte de la estructura primaria de las 
proteínas GIP130, carecen del dominio CortBP2 o de alguna otra región 
descrita. Así, destaca la ausencia del dominio CortBP2 en FILIP1L-102 
(BC027860) y la ausencia de motivo PxxPxxPxxP en GIP90. En este último 
caso, la inserción de una adenosina en el mRNA de GIP130 produce un 
cambio de pauta de lectura y un codón prematuro de parada que impide la 
traducción del motivo PxxPxxPxxP (Fig. 47).  
Las estructuras primarias de las proteínas CTTNBP2 y CTTNBP2NL no 
predicen cremalleras de leucina pero sí presentan consensos PxxPxxP. L-FILIP 
y LUZP1 predicen cremalleras de leucina y no contienen consensos PxxPxxP. 
En la Fig. 48 se esquematiza la ubicación del dominio CortBP2 y las 
FIG. 47. Esquema comparativo de los rasgos estructurales presentes en las isoformas FILIP1L.  
A la izquierda del esquema de cada isoforma se detalla el nombre de la proteína o el número de 
acceso de su cDNA correspondiente. GIP130a deriva del número de acceso de Genbank AF514867, 
GIP90 de AF329092, y FILIP1L-102 de BC027860. 
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características estructurales más notables en isoformas representativas de los 
genes humanos FILIP1, FILIP1L, LUZP1, CTTNBP2 y CTTNBP2NL. 
3.8 Expresión recombinante de las isoformas principales del gen 
FILIP1L.  
Para profundizar en el estudio, las proteínas producidas por FILIP1L: GIP90, 
GIP130 y FILIP1L-102 fueron expresadas de forma recombinante y 
caracterizadas mediante Western blot (Fig. 49). Se comprobó que los tamaños 
aparentes de GIP90, GIP130 y FILIP1L-102 eran de 97, 153 y 120 kDa, 
respectivamente, superiores a sus masas moleculares predichas (90, 130 y 
FIG. 48. Esquema comparativo de los rasgos estructurales conservados entre GIP130 y 
proteínas parálogas. La estructura primaria de las proteínas indicadas se encuentran en la base de 
datos del NCBI con los siguientes números de acceso: NP_878913.2 para GIP130, NP_056502.1 para 
FILIP1, NP 219499.1 para CTTNBP2, NP_061174.1 para CTTNBP2NL y NP_361013.3 para 
LUZP1. En la tabla se detalla la posición de los residuos inicial y final del dominio CortBP2 en cada 
proteína y la probabilidad de que las homologías del dominio se deban al azar (E-value). 
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102 kDa), lo que sugiere la presencia de modificaciones postraduccionales 
sobre todo en el caso de las proteínas GIP130, en los que la diferencia entre el 
valor esperado y el encontrado era de 23 kDa.  
Por su parte, L-FILIP con una masa molecular teórica de 138 kDa, se 
expresaba en células HeLa como tres polipéptidos de los que el mayor tenía un 
tamaño aparente de 144 kDa, ligeramente inferior a los 153 kDa de las 
proteínas GIP130 (Fig. 50). 
FIG. 49. Expresión recombinante de isoformas producidas por el gen FILIP1L. Células HeLa 
fueron transfectadas con construcciones que expresaban las proteínas indicadas con el epitopo c-Myc 
en posición N terminal. Las células transfectadas fueron lisadas y 50 µg de cada lisado fueron 
analizados por Western blot con anticuerpos anti-c-Myc. 
FIG. 50. Análisis electroforético comparativo 
de L-FILIP y GIP130. Células HeLa fueron 
transfectadas con construcciones del vector 
pRK5 que expresaban GIP130 o L-FILIP, o con 
el vector vacío (-). Las células transfectadas 
fueron lisadas y 50 µg de cada lisado analizados 
por Western blot con los anticuerpos indicados. 
Las cabezas de flecha y los números indican 






RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
Se obtuvieron anticuerpos monoclonales específicos contra proteínas FILIP1L. 
Uno de ellos (mAb-8GIP) reconocía tanto las proteínas GIP como otras 
isoformas (FILIP1L-102), mientras que mAb-3GIP reconocía las proteínas GIP 
pero no FILIP1L-102. Esto significaba que el epitopo de mAb-3GIP se localiza 
en los 240 residuos N terminales de las proteínas GIP que no están presentes 
en FILIP1L-102 (Fig. 51). 
3.9 Interacción de GPBP-1 con proteínas de la familia FILIP1L. 
Anteriormente se había comprobado, por técnicas de dos híbridos en levadura, 
que GPBP-1 interaccionaba con GIP90 y GIP130 pero no con la isoforma 
FILIP1L-102 que carece de los 240 residuos N terminales de las proteínas GIP 
y del dominio CortBP2 (Fig. 43).  
La capacidad de GIP130 y GIP90 para interaccionar con GPBP-1 fue 
confirmada mediante co-inmunoprecipitación a partir de lisados de células 
FIG. 51. Anticuerpos monoclonales contra polipéptidos expresados por FILIP1L. Células HEK 
293 fueron transfectadas con construcciones de pRK5-c-Myc que expresaban las proteínas indicadas o 
con el vector vacío (control). Las células transfectadas fueron lisadas y 50 µg de cada lisado fueron 






  RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
HEK 293 que expresaban GPBP-1 (Fig. 52). Tanto GIP90 como GIP130 
formaban complejos estables inmunoprecipitables con GPBP-1.  
3.9.1 Fosforilación de GIP130 y GIP90 por GPBP-1. 
En estudios anteriores se demostró que GPBP-1 se une a GIP90 y lo fosforila 
(Revert-Ros 2004). Las proteínas entonces utilizadas se obtuvieron a partir de 
levaduras crecidas en medio ácido (≈ pH 3) debido a que el fermentador 
utilizado carecía de sistema automático de regulación de pH. En los nuevos 
ensayos de fosforilación, gracias a un sistema automático de regulación del pH 
del medio de cultivo, se pudo utilizar proteína recombinante producida en 
levaduras cultivadas a pH 5. En estas condiciones de producción el material 
recombinante resultante que representaba GIP90 no era susceptible de ser 
FIG. 52. GPBP-1 interacciona con GIP90 y con GIP130 en células 293. Una línea celular de HEK 
293 que expresaba GPBP-1 por inducción con doxiciclina fue transfectada con las construcciones en 
pRK5-c-Myc que expresaban las proteínas indicadas o con el vector vacío (-). Veinticuatro horas tras 
la transfección, la expresión de GPBP-1 fue inducida con 1 µg/mL de doxiciclina durante otras 24 h y 
las células fueron lisadas. Cincuenta microgramos de cada lisado fueron analizados por Western blot 
con mAb-8GIP para detectar GIP90 y GIP130, o con mAb-14 para detectar GPBP-1. Al mismo tiempo, 
1 mg de cada lisado fue sometido a inmunoprecipitación (IP) con resina anti-c-Myc-agarosa y el 
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fosforilado por GPBP-1, mientras que en las mismas condiciones 
experimentales GIP130 resultaba ser un buen sustrato. Además GIP90 inhibía 
potentemente la autofosforilación de GPBP-1, mientras que GIP130 la 
potenciaba. Estos resultados sugerían que la inserción de una adenosina en el 
mRNA de GIP130 es un mecanismo postrascripcional que permite convertir un 
sustrato de GPBP (GIP130) en un polipéptido inhibidor (GIP90) (Fig. 53). 
Habida cuenta de que la interacción de GIP90 con GPBP es más fuerte y se 
produce a través de la misma región por la que interacciona GIP130 (Fig. 43), 
se espera que GIP90 desarrolle in vivo una actividad de dominante negativo. 
FIG. 53. GIP90 y GIP130 se 
comportan de modo diferente en 
ensayos de fosforilación con GPBP-1. 
Cantidades similares (200 ng) de las 
proteínas recombinantes indicadas que 
contenían la señal FLAG en posición 
N terminal fueron incubadas en 
presencia de [γ]-32P-ATP durante 2 h a 
30 ºC. Las mezclas fueron analizadas 
mediante SDS-PAGE y electro-
transferencia a una membrana que fue 
expuesta durante distintos tiempos a un 
film de rayos X (32P) y teñida 
posteriormente con anticuerpos 
α-FLAG (WB). En A, B y C se 
muestra el resultado de la 
autorradiografía a 3, 12 y 24 de 
exposición, y en D el resultado del 
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3.10 Estudios de GPBP y GIP130 en mioblastos C2C12. 
Dado que las proteínas GIP y GPBP-1 son proteínas de notable expresión 
muscular, fueron estudiadas en células C2C12, un modelo murino de 
miogénesis adecuado para estudios de proteínas musculares (Yaffe y Saxel, 
1977). Como modelo de proteína GIP usamos GIP130, ya que GIP90 demostró 
tener una expresión mucho más restringida que las proteínas GIP130 (datos no 
mostrados).  
Células C2C12 fueron transfectadas con construcciones recombinantes para 
expresar FLAG-GPBP-1 y GIP130-EGFP, sometidas a distintos tiempos de 
diferenciación por privación de suero y analizadas por microscopía confocal. En 
células C2C12 sin diferenciar, GIP130 formaba gránulos dispersos en el 
citoplasma y en la proximidad de la membrana plasmática, mientras GPBP-1 
presentaba una distribución más homogénea y amplia, pudiéndose encontrar 
en casi todo el citoplasma (Fig. 54). 
FIG. 54. Distribución de GIP130 y GPBP-1 en células C2C12 en crecimiento (sin diferenciar). 
Células C2C12 fueron transfectadas con construcciones recombinantes que expresaban 
FLAG-GPBP-1 (rojo) y GIP130a-EGFP (verde) y analizadas por microscopía confocal con 
anticuerpos policlonales contra proteínas GPBP obtenidos en conejo. Los núcleos celulares fueron 
teñidos con DAPI. Barras: 10 µm 
GIP130 GPBP-1 Superposición 
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FIG. 55. Distribución de GIP130 y GPBP-1 en células C2C12 después de 1 día de diferenciación. 
Células C2C12 fueron transfectadas con construcciones recombinantes que expresaban 
FLAG-GPBP-1 (rojo) y GIP130-EGFP (verde), sometidas a 1 día de diferenciación por privación de 
suero y analizadas como en la Fig. 54. Barras: 10 µm 
En mioblastos en diferenciación que aún no expresaban miosina muscular, 
GIP130 se podía observar disperso en el citoplasma o en acúmulos, y también 
de modo característico decorando la envoltura nuclear o en el interior de los 
núcleos de los miotubos en formación. Por su parte, GPBP-1 mantenía una 
amplia distribución por todo el citoplasma y también presentaba refuerzos 
perinucleares donde co-localizaba con GIP130 (Fig. 55).  
  
Avanzado el proceso de diferenciación e iniciada la expresión de miosina 
muscular y la formación de miofibrillas, GIP130 se desplazaba 
mayoritariamente a las miofibrillas en formación mientras GPBP-1 se mantenía 
ampliamente distribuído en el citoplasma (Fig. 56). 
GIP130 GPBP-1 Superposición 
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3.11 Interacción de GIP130 con la cadena pesada de la miosina in vitro. 
La co-localización de GIP130 con la miosina muscular en las miofibrillas en 
formación sugería una posible interacción entre GIP130 y la miosina. Usando 
extractos de miofibrillas de ratón y la técnica de far Western, se comprobó que 
GIP130 recombinante se unía a la cadena pesada de la miosina muscular. 
GIP130 también se unió a la cadena pesada de la miosina muscular de conejo, 
uno de los marcadores de peso molecular utilizado en el análisis 
electroforético. Ninguna otra proteína del extracto de miofibrillas de ratón ni 
ningún otro marcador del estándar de masas moleculares mostró afinidad por 
GIP130. Los resultados demostraron que GIP130 interacciona de forma directa 






FIG. 56. Distribución de GIP130 y GPBP en células C2C12 después de 3 días de diferenciación. 
Células C2C12 fueron transfectadas con construcciones recombinantes que expresaban FLAG-
GPBP-1 y GIP130-EGFP (verde), diferenciadas durante 3 días y analizadas por microscopía 
confocal con anticuerpos monoclonales anti-miosina muscular (cadena pesada) (rojo) y anticuerpos 
policlonales anti-GPBP obtenidos en conejo (cian). Barras: 10 µm 
105 
RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
Por otra parte, la interacción GIP130-miosina se confirmó mediante 
inmunoprecipitación de miosina de ratón con proteína FLAG-GIP130 y resina 








MF +        +
- +
FIG. 57. GIP130 se une a la cadena pesada de miosina muscular. Extractos de 
miofibrillas de ratón (2 µg) (calle 2) y 200 ng de BSA (calle 3) fueron sometidos a 
SDS-PAGE, y las proteínas fueron teñidas con azul de Coomassie (Coomassie) o transferidas 
a una membrana de PVDF. La membrana se incubó con 1 µg/mL de FLAG-GIP130, con 
anticuerpos mAb-3GIP y con anticuerpos anti-IgG de ratón-HRP (far Western), o sólo con 
anticuerpos mAb-3GIP y anti-IgG de ratón-HRP (Control). Como marcadores de peso 
molecular (PM) se usaron la cadena pesada de la miosina muscular de conejo (MYHC), la 
glucógeno fosforilasa (PYGB), la albúmina sérica bovina (BSA) y la ovoalbúmina (OVA) 
(calle 1). Los números a la izquierda de la imagen indican los pesos moleculares en kDa de 
los marcadores utilizados. 
FIG. 58. GIP130 co-inmunoprecipita 
con la miosina muscular. Miofibrillas 
(MF) de ratón fueron resuspendidas en 
8 M urea en TBS, renaturalizadas por 
diálisis frente a TBS en presencia (+) o 
ausencia (-) de 2 µg/mL de 
FLAG-GIP130, y posteriormente 
inmunopreciupitadas con resina anti-
FLAG-agarosa. Los inmunoprecipitados 
fueron analizados por Western blot con 
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3.12 GIP130 facilita el ensamblaje de miofibrillas en células C2C12 en 
diferenciación. 
La interacción de GIP130 con miosina sugería que GIP130 podía influir en el 
proceso de ensamblaje de miofibrillas. Para estudiar esta hipótesis se 
generaron líneas celulares de C2C12 que expresaban constitutivamente la 
GIP130-EGFP. Estas células y células C2C12 control (C2C12) fueron 
diferenciadas y lisadas en una solución de baja concentración salina que 
permitía separar el citoesqueleto de las proteínas solubles por centrifugación 
(Fig. 59). Las fracciones soluble (S) e insoluble (P) fueron analizadas por 
Western blot con anticuerpos anti-miosina muscular y mAb-3GIP. En células sin 
diferenciar, GIP130-EGFP se distribuyó entre la fracción soluble y la insoluble, 
con mayor presencia entre las proteínas solubles. En células diferenciadas que 
expresaban miosina la proporción de GIP130-EGFP insoluble aumentó 
notablemente. En células control diferenciadas, parte de la miosina se 
encontraba en la fracción soluble, mientras que en células con GIP130-EGFP 
diferenciadas toda la miosina era insoluble. Estos resultados indicaban que 
GIP130-EGFP facilita el ensamblaje de la miosina muscular en estructuras 
insolubles de las que GIP130-EGFP también forma parte.  
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3.12.1 Influencia de GPBP-1 en la asociación de GIP130 con la miosina. 
Al ser GIP130 sustrato de la cinasa GPBP-1, cabía la posibilidad de que 
GPBP-1 modulase la actividad de GIP130 y por tanto su asociación con la 
miosina. Para estudiarlo se expresó GIP130-EGFP en mioblastos gpbp-1-/- y 
gpbp-1+/+ y los cultivos analizados por microscopía confocal tras diferenciación 
mediante deprivación de suero (Fig. 60). En mioblastos gpbp-1+/+, GIP130 co-
localizaba con la miosina a lo largo de las miofibrillas en formación. Sin 
embargo, en los mioblastos gpbp-1-/- GIP130 no mostró distribución miofibrilar, 
sino que formaba acúmulos citosólicos en los que también había miosina. Esto 
indicaba que aunque GPBP-1 no es esencial para que GIP130 se asocie con la 
miosina, sí que es un factor crítico que determina el modo en que GIP130 dirige 
la organización supramolecular de la miosina. 
FIG. 59. GIP130 facilita el ensamblaje de miosina en células diferenciadas. Líneas celulares 
de C2C12 que expresaban GIP130-EGFP (GIP130) y células control (Ø) fueron sometidas o no a 
diferenciación durante 3 días y lisadas en solución de baja concentración salina. Cantidades de 
proteína total (40 µg) de las fracciones solubles (S) y cantidades equivalente de las 
correspondientes fracciones insolubles (P) de cada lisado fueron separadas por centrifugación y 
analizadas por Western blot con los anticuerpos indicados.  
No diferenciadas Diferenciadas 
anti-miosina 
mAb-3GIP 
Ø GIP130 Ø GIP130 
S P S P S P S P
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La expresión recombinante de GPBP-1 permitió el rescate parcial de los 
mioblastos gpbp-1-/-, de modo que podía observarse la formación de miofibrillas 
rudimentarias, y co-localización lineal de GIP130 con miosina en la periferia de 
los miotubos (Fig. 61).  
FIG. 60. GPBP-1 condiciona la co-distribución de GIP130 y miosina en mioblastos de ratón en 
diferenciación. Mioblastos gpbp-1-/- y gpbp-1+/+ fueron transfectados con una construcción que 
expresaba GIP130-EGFP recombinante (verde), diferenciados durante 3 días y analizados por 
microscopía confocal con anticuerpos monoclonales anti-miosina muscular (cadena pesada) (rojo). 
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3.13 Estudio de la expresión de las isoformas del gen de ratón Filip1l 
durante la miogénesis de mioblastos C2C12. 
La existencia de proteínas ortólogas a GIP130 en ratón había sido predicha 
mediante procedimientos informáticos (GenBank accession XR_002318) pero 
no se había demostrado. Tomando como referencia la secuencia del mRNA 
predicho, se amplificó por RT-PCR a partir de células C2C12 un cDNA de 
secuencia muy similar (GenBank Accession EU704258), que constituye el 
ortólogo murino de los GIP130 humanos (mGIP130). La Fig. 62 muestra el 
alineamiento múltiple de las estructuras primarias de las proteínas GIP130 y 
FILIP1L-102 humanas con sus ortólogas murinas mGIP130 y mFILIP-102 
(EU623548), respectivamente. 
FIG. 61. La expresión recombinante de GPBP-1 rescata parcialmente el fenotipo de mioblastos 
gpbp-1-/-. Mioblastos gpbp-1-/- fueron transfectados con las construcciones recombinantes indicadas 
para expresar GIP130-EGFP, EGFP (verde) o GPBP-1 (cian), diferenciados durante 3 días y 
analizados por microscopía confocal con anticuerpos monoclonales anti-miosina muscular (cadena 
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GIP130       MRSRGSDTEGSAQKKFPRHTKGHSFQGPKNMKHRQQDKDSPSESDVILPCPKAEKPHSGN 60 
FILIP1L-102  ------------------------------------------------------------
mGIP130      MRSRSSNAEGSAPKQIPRHSK--FQDSIQDMKHRTHKKDPSCESEGVLPRPVSEKSHTGK 58 
mFILIP1L-102 ------------------------------------------------------------ 
GIP130     GHQAEDLSRDDLLFLLSILEGELQARDEVIGILKAEKMDLALLEAQYGFVTPKKVLEALQ 120 
FILIP1L-102  ------------------------------------------------------------ 
mGIP130      GHHTEDLSRDDLLFLLSILEGELQARDEVIGILRAEKIDLALLEAQYGFVTPKKVLEALQ 118 
mFILIP1L-102 ------------------------------------------------------------ 
GIP130     RDAFQAKSTPWQEDIYEKPMNELDKVVEKHKESYRRILGQLLVAEKSRRQTILELEEEKR 180 
FILIP1L-102  ------------------------------------------------------------ 
mGIP130      RDAFQAKSAPWQEDIYEKPMNELDKVVEKHKESHRRILEQLLMVERSHRQTIMEMEEEKR 178 
mFILIP1L-102 ------------------------------------------------------------ 
GIP130     KHKEYMEKSDEFICLLEQECERLKKLIDQEIKSQEEKEQEKEKRVTTLKEELTKLKSFAL 240 
FILIP1L-102  ------------------------------------------------------------ 
mGIP130      KHKEYMKKSDEFINLLEQECERLKKLIDQETASQEKKEQEKEKRIKTLKEELTKLKSFAL 238 
mFILIP1L-102 ------------------------------------------------------------ 
GIP130     MVVDEQQRLTAQLTLQRQKIQELTTNAKETHTKLALAEARVQEEEQKATRLEKELQTQTT 300 
FILIP1L-102  MVVDEQQRLTAQLTLQRQKIQELTTNAKETHTKLALAEARVQEEEQKATRLEKELQTQTT 60 
mGIP130      MVVDEQQRLTAQLALQRQKIQALTTSAKETQGKLALAEARAQEEEQKATRLEKELQTQTT 298 
mFILIP1L-102 MVVDEQQRLTAQLALQRQKIQALTTSAKETQGKLALAEARAQEEEQKATRLEKELQTQTT 60 
    *************:******* ***.****: ********.******************* 
GIP130       KFHQDQDTIMAKLTNEDSQNRQLQQKLAALSRQIDELEETNRSLRKAEEELQDIKEKISK 360 
FILIP1L-102  KFHQDQDTIMAKLTNEDSQNRQLQQKLAALSRQIDELEETNRSLRKAEEELQDIKEKISK 120 
mGIP130      EFHQNQDKIMAKLTNEDSQNRQLRQKLAALSRQIDELEETNRSLRKAEEELQDIKDKINK 358 
mFILIP1L-102 EFHQNQDKIMAKLTNEDSQNRQLRQKLAALSRQIDELEETNRSLRKAEEELQDIKDKINK 120 
    :***:**.***************:*******************************:**.* 
GIP130       GEYGNAGIMAEVEELRKRVLDMEGKDEELIKMEEQCRDLNKRLERETLQSKDFKLEVEKL 420 
FILIP1L-102  GEYGNAGIMAEVEELRKRVLDMEGKDEELIKMEEQCRDLNKRLERETLQSKDFKLEVEKL 180 
mGIP130      GEYGNSGIMDEVDELRKRVLDMEGKDEELIKMEEQCRDLNKRLEKETVQSKDFKLEVDKL 418 
mFILIP1L-102 GEYGNSGIMDEVDELRKRVLDMEGKDEELIKMEEQCRDLNKRLEKETVQSKDFKLEVDKL 180 
    *****:*** **:*******************************:**:*********:** 
GIP130       SKRIMALEKLEDAFNKSKQECYSLKCNLEKERMTTKQLSQELESLKVRIKELEAIESRLE 480 
FILIP1L-102  SKRIMALEKLEDAFNKSKQECYSLKCNLEKERMTTKQLSQELESLKVRIKELEAIESRLE 240 
mGIP130      SVRITALEKLEDALDKSKQECYSLKCNLEKEKMTTKQLSEELESLNARIKELEAIESRLE 478 
mFILIP1L-102 SVRITALEKLEDALDKSKQECYSLKCNLEKEKMTTKQLSEELESLNARIKELEAIESRLE 240 
* ** ********::****************:*******:*****:.*************
GIP130       KTEFTLKEDLTKLKTLTVMFVDERKTMSEKLKKTEDKLQAASSQLQVEQNKVTTVTEKLI 540 
FILIP1L-102  KTEFTLKEDLTKLKTLTVMFVDERKTMSEKLKKTEDKLQAASSQLQVEQNKVTTVTEKLI 300 
mGIP130      KTEITLKDDLTKLKTLTVMLVDERKTMSEKLKQTEDKLQSTTSQLQAEQNKVTTVTEKLI 538 
mFILIP1L-102 KTEITLKDDLTKLKTLTVMLVDERKTMSEKLKQTEDKLQSTTSQLQAEQNKVTTVTEKLI 300 
    ***:***:***********:************:******:::****.************* 
GIP130       EETKRALKSKTDVEEKMYSVTKERDDLKNKLKAEEEKGNDLLSRVNMLKNRLQSLEAIEK 600 
FILIP1L-102  EETKRALKSKTDVEEKMYSVTKERDDLKNKLKAEEEKGNDLLSRVNMLKNRLQSLEAIEK 360 
mGIP130      EETKRALKSKTDAEEKMYSVTKERDDLRNKLKAEEEKGHDLLSKVTILKNRLQSLEAIEK 598 
mFILIP1L-102 EETKRALKSKTDAEEKMYSVTKERDDLRNKLKAEEEKGHDLLSKVTILKNRLQSLEAIEK 360 
    ************.**************:**********:****:*.:************* 
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GIP130       DFLKNKLNQDSGKSTTALHQENNKIKELSQEVERLKLKLKDMKAIEDDLMKTEDEYETLE 660 
FILIP1L-102  DFLKNKLNQDSGKSTTALHQENNKIKELSQEVERLKLKLKDMKAIEDDLMKTEDEYETLE 420 
mGIP130      DFVKNKLNQDSSKSTAALHQENNKIKELSQEVENLKLKLKDMKAIEDDLMKTEDEYETLE 658 
mFILIP1L-102 DFVKNKLNQDSSKSTAALHQENNKIKELSQEVENLKLKLKDMKAIEDDLMKTEDEYETLE 420 
    **:********.***:*****************.************************** 
GIP130       RRYANERDKAQFLSKELEHVKMELAKYKLAEKTETSHEQWLFKRLQEEEAKSGHLSREVD 720 
FILIP1L-102  RRYANERDKAQFLSKELEHVKMELAKYKLAEKTETSHEQWLFKRLQEEEAKSGHLSREVD 480 
mGIP130      RRYANERDKAQFLSQELEHAKMELAKYKLAEKTESSHEQWLFRRLQEEEAKSGHLSREVD 718 
mFILIP1L-102 RRYANERDKAQFLSQELEHAKMELAKYKLAEKTESSHEQWLFRRLQEEEAKSGHLSREVD 480 
    **************:****.**************:*******:***************** 
GIP130       ALKEKIHEYMATEDLICHLQGDHSVLQKKLNQQENRNRDLGREIENLTKELERYRHFSKS 780 
FILIP1L-102  ALKEKIHEYMATEDLICHLQGDHSVLQKKLNQQENRNRDLGREIENLTKELERYRHFSKS 540 
mGIP130      ALKEKIHEYMATEDLICHLQGDHSLLQKKLNQQENRNRDLGREIENLTKELERYRHFSKS 778 
mFILIP1L-102 ALKEKIHEYMATEDLICHLQGDHSLLQKKLNQQENRNRDLGREIENLTKELERYRHFSKS 540 
    ************************:*********************************** 
GIP130       LRPSLNGRRISDPQVFSKEVQTEAVDNEPPDYKSLIPLERAVINGQLYEESENQDEDPND 840 
FILIP1L-102  LRPSLNGRRISDPQVFSKEVQTEAVDNEPPDYKSLIPLERAVINGQLYEESENQDEDPND 600 
mGIP130      LRPSLNERRISDPQVFSKEVQTEAADSEPPDYKSLIPLERAVINGQFYEENEDQDDDPNE 838 
mFILIP1L-102 LRPSLNERRISDPQVFSKEVQTEAADSEPPDYKSLIPLERAVINGQFYEENEDQDDDPNE 600 
    ****** *****************.*.*******************:***.*:**:***: 
GIP130       EGSVLSFKCSQSTPCPVNRKLWIPWMKSKEGHLQNGKMQTKPNANFVQPGDLVLSHTPGQ 900 
FILIP1L-102  EGSVLSFKCSQSTPCPVNRKLWIPWMKSKEGHLQNGKMQTKPNANFVQPGDLVLSHTPGQ 660 
mGIP130      EESVLSFRCSQSSSLPMNRKLWIPWMKSKEGHPQNGKIQTKSNGNFVQPGDLVLSHTPGQ 898 
mFILIP1L-102 EESVLSFRCSQSSSLPMNRKLWIPWMKSKEGHPQNGKIQTKSNGNFVQPGDLVLSHTPGQ 660 
* *****:****:. *:*************** ****:***.*.****************
GIP130       PLHIKVTPDHVQNTATLEITSPTTESPHSYTSTAVIPNCGTPKQRITILQNASITPVKSK 960 
FILIP1L-102  PLHIKVTPDHVQNTATLEITSPTTESPHSYTSTAVIPNCGTPKQRITILQNASITPVKSK 720 
mGIP130      PLHIKVTPDHIQNTATLEITSPTTESPHSYTSTAVIPNCGTPKQRITILQNASITPIKSK 958 
mFILIP1L-102 PLHIKVTPDHIQNTATLEITSPTTESPHSYTSTAVIPNCGTPKQRITILQNASITPIKSK 720 
    **********:*********************************************:*** 
GIP130     TSTEDLMNLEQGMSPITMATFARAQTPESCGSLTPERTMSPIQVLAVTGSASSPEQGRSP 1020 
FILIP1L-102  TSTEDLMNLEQGMSPITMATFARAQTPESCGSLTPERTMSPIQVLAVTGSASSPEQGRSP 780 
mGIP130      SSTESLMNLEQSMSPVTMATFARAQTPESCGSVTPERTMSPIQVLAMTGSPSSPEQGCSP 1018 
mFILIP1L-102 SSTESLMNLEQSMSPVTMATFARAQTPESCGSVTPERTMSPIQVLAMTGSPSSPEQGCSP 780 
    :***.******.***:****************:*************:***.****** ** 
GIP130     EPTEISAKHAIFRVSPDRQSSWQFQRSNSNSSSVITTEDNKIHIHLGSPYMQAVASPVRP 1080 
FILIP1L-102  EPTEISAKHAIFRVSPDRQSSWQFQRSNSNSSSVITTEDNKIHIHLGSPYMQAVASPVRP 840 
mGIP130      EPIEISAKHAIFRVSPDRQSSWQFQRSNSNSSSVITTEDNKIHIHLGSPYMQAVAGPMRP 1078 
mFILIP1L-102 EPIEISAKHAIFRVSPDRQSSWQFQRSNSNSSSVITTEDNKIHIHLGSPYMQAVAGPMRP 840 
    ** ****************************************************.*:** 
GIP130     ASPSAPLQDNRTQGLINGALNKTTNKVTSSITITPTATPLPRQSQITVEPLLLPH 1135 
FILIP1L-102  ASPSAPLQDNRTQGLINGALNKTTNKVTSSITITPTATPLPRQSQITVSNIYN-- 893 
mGIP130      ASPSAPLQDNRTQGLTNGALNKTTNKVTSSITITPTATPLPRQSQITVSNIYN-- 1131 
mFILIP1L-102 ASPSAPLQDNRTQGLTNGALNKTTNKVTSSITITPTATPLPRQSQITVSNIYN-- 893 
  **********************************************************. : 
FIG. 62. Alineamiento de las estructuras primarias humanas de GIP130 y FILIP1L-102 y de sus 
respectivas proteínas ortólogas de ratón mGIP130 y mFILIP1L-102. Los accesos a la base de 
datos de NCBI son NP_878913.2; NP_055705.2; NP_001035487.2; NP_001171342.1 
respectivamente. Los asteriscos indican que los residuos alineados son idénticos.  
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Mediante PCR se comprobó que mGIP130 es característico de cultivos 
diferenciados de mioblastos, mientras que mFILIP1L-102 se expresaba tanto 
en cultivos diferenciados como no diferenciados, sin variar significativamente 
su nivel de expresión durante la miogénesis (Fig. 63).  
 
 
3.14 La silenciación de mGIP130 en mioblastos C2C12 compromete la 
estructuración del citoesqueleto de miosina durante la miogénesis. 
Para conocer la importancia de mGIP130 en la miofibrilogénesis se utilizó la 
técnica de RNA de interferencia en su versión de short-hairpin RNA (shRNA). 
Se transfectaron células C2C12 con una construcción recombinante que 
expresaba un silenciador de mGIP130 o con el vector vacío (pSilencer-hygro), 
junto con el vector pEGFP-N1 que expresaba la EGFP. Las células 
transfectadas fueron seleccionadas con un separador celular (cell sorter) por su 
fluorescencia, y se obtuvieron dos clones silenciados y un clon control, según 
se confirmó por RT-PCR cuantitativa (Fig. 64A). Tras tres días de 
diferenciación, en el clon control la miosina muscular formó miofibrillas 
FIG. 63. La expresión de mGIP130 se induce en la miogénesis. Células C2C12 fueron diferenciadas 
durante 0 (ND) o 3 días (D) y su RNA fue analizado por RT-PCR con oligonucleótidos apropiados para 
amplificar los cDNAs indicados. Para cada pareja de oligonucleótidos se realizó una reacción control 
sin molde (C). Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en agarosa y se tiñieron 
con bromuro de etidio. Se indican los tamaños y la posición de los estándares de peso entre los que 





C D D ND ND C 
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estructuradas, pero en los clones silenciados la miosina se acumuló con 
escasa organización (Fig. 64B).  
 
3.15 Las proteínas mGIP130 y mGPBP co-inmunoprecipitan a partir de 
extractos de músculo de ratón.  
Extractos de proteínas de diafragma y de músculo gastrocnemio de ratón 
fueron analizados por Western blot con anticuerpos mAb-3GIP, específicos de 
FIG. 64. La silenciación de mGIP130 en células C2C12 altera la miofibrilogénesis. A, Extractos 
de RNA de clones de C2C12 con expresión silenciada de mGIP130 (si-mGIP Clones 4 y 6) fueron 
analizados por RT-PCR cuantitativo para determinar la expresión relativa de mGIP130. Las barras 
indican la desviación estándar. B, Los clones mostrados en A fueron sometidos a diferenciación 
durante 3 días y analizados por microscopía confocal con anticuerpos monoclonales anti-miosina 
muscular (cadena pesada) (verde). El DNA nuclear se visualizó con DAPI (azul). El detalle muestra 
la estriación característica de la miosina miofibrilar en el clon control. Las imágenes de los clones 4 y 
6 evidencian la desestructuración el citoesqueleto miofibrilar. Barras: 10 µm 
B 
A 
Control Clon 6 Clon 4
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las proteínas GIP (Fig. 65). En los extractos de diafragma, estos anticuerpos 
detectaron una banda de 153 kDa y bandas minoritarias de 112, 96 y 86 kDa 
(Fig. 65A, mAb-3GIP, D). Los polipéptidos de 153 y 96 kDa eran de tamaño muy 
similar a los detectados por los mismos anticuerpos en células HeLa que 
expresaban GIP130 recombinante (Fig. 51). En extractos de músculo 
gastrocnemio los anticuerpos mAb-3GIP no detectaron el polipéptido de 
153 kDa, pero sí los de 96 y 112 kDa, que eran más abundantes que en 
diafragma (Fig. 65A, mAb-3GIP, G). Este resultado sugería que las bandas de 
96 y 112 kDa se generaban a expensas de la de 153 kDa, posiblemente por 
procesamiento proteolítico. Los extractos de diafragma y gastrocnemio fueron 
también analizados con anticuerpos anti-GPBP (mAb-N27). En ambos casos se 
observó una única banda de 77 kDa, correspondiente a mGPBP-1 según 
resultados previos de RT-PCR (resultados no mostrados). El nivel de expresión 
de mGPBP-1 en diafragma y gastrocnemio resultó ser similar (Fig. 65A, 
mAb-N27). El extracto de diafragma fue sometido a inmunoprecipitación con 
anticuerpos anti-GPBP mAb-N27 y los inmunoprecipitados fueron analizados 
por Western blot (Fig. 65B). Los anticuerpos anti-GPBP mAb N27 precipitaron 
mGPBP-1 y también los polipéptidos de 96 y 153 kDa de mGIP130, lo que 
indicaba que mGIP130 interacciona con mGPBP-1 en el tejido muscular.  
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3.16 En el músculo esquelético humano se expresan isoformas GIP de 
diferente peso molecular que muestran un patrón de distribución 
estriado 
Extractos de tejido muscular humano fueron analizados por Western blot con 
mAb-3GIP, detectándose un polipéptido de unos 153 kDa, un polipéptido 
mayoritario de 96 kDa y otros polipéptidos relacionados de menor masa 
molecular (Fig. 66A). El mismo anticuerpo mAb-3GIP usado para técnicas de 
inmunohistoquímica con cortes de tejido de músculo esquelético humano 
reveló un patrón estriado (Fig. 66B), similar al obtenido anteriormente con 
anticuerpos anti-GPBP (Fig. 8B).  
FIG. 65. mGIP130 interacciona con mGPBP-1 en tejido muscular. A, Cincuenta microgramos de 
extractos de músculo gastrocnemio (G) y de diafragma (D) de ratón C57BL/6 fueron analizados por 
Western blot con anticuerpos mAb-3GIP para detectar mGIP130, y con mAb-N27 para detectar 
mGPBP-1. B, Quinientos miligramo de extracto de diafragma de ratón fue inmunoprecipitado con 
(N27) o sin (-) cinco microgramos de mAb-N27 y con proteína A-sefarosa. Los inmunoprecipitados 
(IP) fueron analizados por Western blot como en A. Las flechas y números indican la posición y masa 
molecular en kDa de los polipeptidos reactivos identificados, respectivamente. 
B A 
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3.17 La miosina muscular y mGPBP-1 co-localizan con mGIP130 en 
miofibrillas de ratón 
 
Para profundizar en el estudio de las proteínas GIP en músculo esquelético, se 
analizaron miofibrillas aisladas a partir de diafragma de ratón por microscopía 
confocal usando anticuerpos mAb-3GIP, así como anticuerpos específicos 
contra GPBP y contra miosina (Fig. 67). Se observó la presencia de mGIP130 
en la banda A de las miofibrillas, que es la región en la que se localiza la 
miosina muscular. Como se había observado antes, mGPBP-1 se localizó de 
manera reforzada en la parte central de la banda A (línea M), pudiendo 
observarse co-localización de mGPBP-1 con mGIP130 y miosina en esta zona.  
FIG. 66. Expresión de proteínas GIP en 
músculo humano. A, Cincuenta microgramos 
de extracto de músculo esquelético humano 
fueron analizados por Western blot con mAb-
3GIP o con los anticuerpos secundarios 
(Control). B, Cortes de tejido muscular humano 
incluido en parafina fueron analizados con 
anticuerpos mAb-3GIP usando técnicas 
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FIG. 67. GIP130, mGPBP-1 y 
miosina co-localizan en la 
línea M de la zona H de las 
miofibrillas. Miofibrillas aisladas 
a partir de diafragma de ratón 
fueron analizadas por microscopía 
confocal con anticuerpos 
policlonales de conejo contra 
miosina (α-miosina), anticuerpos 
policlonales de pollo contra GPBP 
(α-GPBP), y anticuerpos 
monoclonales de ratón contra 
GIP130 (mAb-3GIP). A la derecha 
se muestra la distribución de 
intensidades de fluorescencia para 
cada proteína a lo largo de la 
región marcada por la flecha en la 
imagen de superposición. Las 
cabezas de flecha de arriba 
indican puntos de triple co-
localización de miosina, 




 CONCLUSIONES FINALES  
4 CONCLUSIONES FINALES 
Para facilitar la exposición y comprensión de las conclusiones principales 
obviaremos cuando sea posible toda referencia a la especie (ratón o humano) y 
al modelo experimental utilizado. Las conclusiones principales son:  
4.1 GPBP-1 es una proteína miofibrilar. 
GPBP se expresa en músculo esquelético y se localiza en el interior de las 
fibras musculares mostrando un patrón de distribución estriado (Fig. 6). 
GPBP-1 es la isoforma principal de GPBP en las miofibrillas (Figs. 9 y 29) y se 
localiza principalmente en la banda A de los sarcómeros con refuerzo de la 
línea M de la zona H (Figs. 10 y 23). 
4.2 Las proteínas GPBP son necesarias para la miogénesis. 
La regulación negativa del gen de GPBP dificulta la fusión celular y la 
formación de estructuras miofibrilares y disminuye la expresión de miosina 
muscular (Fig. 15).  
4.2.1 GPBP-1 promueve la fusión celular y el ensamblado de 
miofibrillas durante la miogénesis. 
Durante la miogénesis, GPBP-1 se acumula en el citosol (Fig. 14) a pesar de 
que la transcripción del gen correspondiente no aumenta (datos no mostrados). 
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Esto se debe a que durante la miogénesis se inhiben los mecanismos de 
expresión alternativa del mRNA primario y de este modo, se abole tanto el 
inicio alternativo de la traducción que produce GPBP-3 como el empalme 
alternativo de exones que produce GPBP-2 (Figs. 12 y 13). En el primer caso 
se dificulta la exportación de GPBP-1 (Revert et al. 2008) y en el segundo se 
facilita su síntesis por aumentar la proporción del mRNA canónico frente al 
alternativo. Todo ello pone en evidencia que la célula ha instrumentalizado un 
sofisticado sistema de expresión alternativa para regular la exportación de 
GPBP-1. Finalmente, la acumulación de GPBP-1 dentro del citoplasma dirige la 
organización del citoesqueleto de actina y miosina en la fusión celular y la 
miofibrilogénesis. De acuerdo con ello, en células en cultivo (ex vivo) la 
reducción de los niveles de GPBP-1 inhibía estos procesos clave de la 
miogénesis a pesar de que se acompañaba de una acumulación de GPBP-2 
(Fig. 19) y de que la expresión de miosina y señales de diferenciación 
permanecían virtualmente inalteradas (Figs. 20 y 21). Consistentemente y en el 
otro extremo, la expresión aumentada de GPBP-1 potenciaba la fusión celular y 
la formación de estructuras miofibrilares en un escenario de síntesis de miosina 
(Fig. 27) y presencia de señales miogénicas inalterado (Revert-Ros 2011). 
4.3 In vivo la acumulación de GPBP-2 en el citoplasma suple la 
ausencia de GPBP-1. 
Los embriones de ratón modificados genéticamente que no expresan ninguna 
de las isoformas de GPBP interrumpen su desarrollo a los 11.5 días (Wang et 
al. 2009), cuando ya se ha iniciado la expresión de miosina en las somitas 
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(Cusella-De Angelis et al. 1992), pero cuando aún no aparecen en ellas 
miofibrillas maduras (Nakanishi et al. 2005). Sin embargo la eliminación 
selectiva de GPBP-1 no causa ningún fenotipo defectuoso (no mostrado), 
debido a que GPBP-2 es capaz de reemplazar a GPBP-1 en el animal entero 
(in vivo). De acuerdo con esta idea, la expresión de GPBP-2 en los músculos 
de animales deficitarios en GPBP-1 aumenta hasta alcanzar niveles similares a 
los de GPBP-1 en animales control (Fig. 22), y se distribuye como GPBP-1 en 
los sarcómeros (Fig. 23). Estos resultados sugieren la existencia de 
mecanismos pro-miogénicos que compensan la ausencia de GPBP-1 in vivo 
que no operan en el contexto más limitado de un cultivo celular. Se han descrito 
en la literatura casos similares. Por ejemplo, la obscurina es una proteína 
presente en la línea M del sarcómero cuya ausencia en ratones adultos no 
produce alteraciones en las miofibrillas ni en la función muscular (Lange et al. 
2009), pero que es necesaria para el ensamblado de los filamentos gruesos en 
mioblastos en cultivo (Ackermann et al. 2009). Del mismo modo, la ALP 
(actinin-associated LIM domain protein) es necesaria para la diferenciación de 
mioblastos C2C12 pero su ausencia en ratones no altera la estructura ni la 
función muscular (Jo et al. 2001 y Pomiès et al. 2007).  
4.4 GPBP-1 interacciona con GIP130, una proteína del sarcómero que 
se une a la cadena pesada de la miosina muscular. 
GPBP-1 interacciona con las proteínas GIP, isoformas de FILIP1L que se 
expresan preferentemente en músculo estriado (Revert-Ros et al. 2011), y que 
presentan un alto grado de diversificación estructural (Figs. 38, 39, 41). Durante 
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la miogénesis, la expresión de GIP130 aumenta (Fig. 63) y se distribuye 
formando gránulos dispersos en el citoplasma y en la proximidad de la 
membrana plasmática (Fig. 54). Al iniciarse la síntesis de miosina, GIP130 se 
redistribuye y pasa a acumulárse en miofibrillas en formación donde co-localiza 
con la miosina (Fig. 56). En el músculo adulto GIP130 se encuentra en la 
banda A del sarcómero y en mayor medida en la línea M, donde co-localiza con 
GPBP-1 y con la miosina (Fig. 67).  
4.5 El dominio CortBP2 y el motivo PxxPxxPxxP de GIP130 podrían ser 
los puntos de anclaje de GPBP-1 y miosina respectivamente. 
Las estructuras primarias de GIP130 y FILIP1L-102 contienen tres consensos 
PxxP consecutivos en su región C terminal, que conforman un motivo que 
predice una hélice de poliprolina tipo II (PPII) (Fig. 47). Estructuras PPII con 
una secuencia central PxxP pueden interaccionar con proteínas con dominios 
SH3 (Li, 2005). El consenso PxxPxxPxxP diferencia GIP130 y FILIP1L-102 de 
GIP90, L-FILIP y LUZP1, que no contienen el consenso (Fig. 47 y 48).  
La importancia del motivo PPII parece deducirse del hecho de que FILIP1L-102 
muestra más capacidad de inhibición de la motilidad, angiogénesis y 
proliferación celular que mutantes de deleción de la proteína sin el motivo PPII 
(Kwon et al. 2008 y Xie et al. 2011). La cadena pesada de la miosina muscular 
contiene un dominio SH3-like que podría mediar en la unión con GIP130. El 
hecho de que el consenso PxxPxxPxxP de GIP130 se haya conservado en 
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diferentes especies de mamíferos (Fig. 46) refuerza esta posibilidad y sugiere 
que el motivo es funcional. 
Las proteínas GIP contienen además un dominio CortBP2 en su región 
N terminal, necesario para la interacción con GPBP-1, y que las diferencia de 
FILIPl1L-102 que no contiene el dominio y no interaccionan con GPBP-1 
(Fig. 43). 
En conjunto estas observaciones sugieren que GPBP-1 se une a GIP130 a 
través del dominio CortBP2 y GIP130 se une a la cadena pesada de la miosina 
a través de su motivo PxxPxxPxxP. 
4.6 GPBP-1 interacciona con la proteína de membrana del retículo 
sarcoplásmico VAP-A y posiciona retículo sarcoplásmico y 
sarcómeros. 
Las proteínas VAPs (VAP-A y VAP-B) son proteínas integrales del retículo 
endoplásmico (RE) en células no musculares y del retículo sarcoplásmico (RS) 
en el músculo esquelético. VAP-A ocupa las regiones del RS próximas a la 
banda A de los sarcómeros, y VAP-B se localiza en otras regiones del RS 
(Gkogkas et al. 2008). GBPB-1 interacciona con VAP-A (Fig. 37) y ambas 
co-localizan en la banda A del sarcómero (Fig. 36).   
Hasta ahora no había estudios que asociasen GPBP con el citoesqueleto. 
Otros autores (Hanada et al. 2003; Hanada, 2006) han descrito GPBP-2 y 
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GPBP-1 como proteínas transportadoras de ceramida y las han renombrado 
CERT (Ceramide Transfer Protein) y CERTL respectivamente. Estos autores 
consideran que el dominio PH de GPBP se une al fosfatidilinositol-4-fosfato del 
aparato de Golgi y su motivo FFAT a las proteínas VAP del RE, permitiendo 
que GPBP medie el transporte de ceramida entre los dos compartimentos. La 
interacción de GPBP-2 y VAP-A ha sido descrita por Kawano et al. (2006) y 
Saito et al. (2008). Otros autores han descrito que la expresión conjunta 
elevada de VAP y proteínas que como GPBP poseen un motivo FFAT (Nir2, 
Nir3 y ORP3), induce la formación de estructuras aberrantes del RE (Amarilio 
et al. 2005; Lehto et al. 2005). Por otra parte, Amarilio et al. (2005) han 
sugerido que Nir-3 sirve de “puente” entre VAP-B y los microtúbulos. De 
manera similar, hemos elaborado un modelo en el que GPBP-1 entrelaza 
VAP-A y las miofibrillas. VAP-A se integra en el RS y GIP130 en la miofibrilla, 
uniéndose al dominio SH3-like de la cadena pesada de la miosina a través del 
motivo PxxPxxPxxP de su extremo C terminal. GPBP-1 interacciona 
simultáneamente con VAP-A en el RS y con el dominio CortBP2 de GIP130 en 
la miofibrilla, y constituye así un puente molecular entre ambas estructuras. A 
continuación se representa un esquema del modelo. 
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*Hemos puesto en evidencia mediante ensayos de dos híbdridos en levadura que GPBP-1 interacciona






























Se ha propuesto un modelo similar para la obscurina, una proteína de la 
línea M que interacciona con la proteína de unión a la miosina (MyBP-C) 
(Ackermann et al. 2009) y con el dominio citosólico de la ankirina-1, proteína 
integral de la membrana del RS (Bagnato et al. 2003; Kontrogianni-
Konstantopoulos y Bloch, 2003; Kontrogianni-Konstantopoulos et al. 2004; 
Kontrogianni-Konstantopoulos et al. 2006). 
A continuación queremos resaltar algunas consideraciones en relación con 
nuestro modelo: 1) En el músculo esquelético GPBP-1 puede ser sustituida por 
GPBP-2, por lo que las interacciones del modelo son aplicables a ambas 
isoformas; 2) El estado de fosforilación de GPBP regula la interacción con 
VAP-A (Kawano et al. 2006; Saito et al. 2008) y la expresión diferencial de 
GIP130 y GIP90 podría regular el estado de fosforilación de GPBP-1 ya que 
GIP130 potencia la autofosforilación de GPBP y GIP90 la inhibe (Fig. 53); 3) La 
capacidad de GIP130 (Saus y Revert-Ros 2006) y de GPBP para 
autoagregarse (Raya et al. 2000) y las consecuencias que este proceso tiene 
en la fosforilación podrían influir en las interacciones del modelo. 
4.7 GIP130 es el efector de GPBP-1 en la miofibrilogénesis. 
Esta conclusión se fundamenta en las siguientes observaciones: 1) La 
expresión disminuida de GIP130 compromete la formación de estructuras 
miofibrilares maduras (Fig. 64); 2) La ausencia de GPBP-1 no impide la 
formación de agregados GIP130-miosina, pero impide la formación de 
miofibrillas maduras (Fig. 60); 3) En células deficitarias en GPBP-1, la 
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expresión recombinante de GPBP-1 previene la formación de acúmulos 
desordenados de miosina, aunque no es suficiente para la formación de 
miofibrillas (Fig. 61); y 4) La expresión conjunta de GPBP-1 y GIP130 en estas 
células promueve el alineamiento y co-localización de la miosina con GIP130 
en la periferia celular (Fig. 61), lugar donde se postula el inicio de la 
estructuración de las miofibrillas (Sanger et al. 2002; Pizon et al. 2005; Quach y 
Rando 2006).  
4.8 El puente molecular VAP-A-GPBP-1-GIP130-miosina es crítico en el 
alineamiento del RS con la maquinaria contráctil. 
Durante la miogénesis GPBP-1 se fosforila (Fig. 19). GIP130 regula 
positivamente la autofosforilación de GPBP-1 (Fig. 53). El nivel de fosforilación 
regula la unión de GPBP-2 a VAP-A y el tránsito de GPBP-2 entre el RE y el 
aparato de Golgi en el transporte de ceramida entre estos orgánulos (Hanada 
et al. 2003; Hanada, 2006). La unión de GPBP-1 a VAP-A regula la exportación 
de GPBP-1 al medio extracelular (Revert et al. 2008) en forma de proteína 
defosforilada (resultados no publicados). Concebiblemente, la ausencia de 
exportación de GPBP-1 durante la miogénesis (Henningsen et al. 2010) y el 
aumento de estado de fosforilación de la proteína intracelular durante la 
miogénesis (Fig. 19) sugieren que la forma que permanece unida a VAP-A en 
el músculo es la forma fosforilada de GPBP-1. En este escenario, la interacción 
con GIP130 representaría una señalización permanente de autofosforilación 
que garantizaría el alineamiento homeostático de RS y sarcómero para 
conciliar movilidad de Ca2+ y contracción muscular. Al mismo tiempo, el sistema 
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parece que posee recursos para movilizar GPBP-1 y potencialmente liberarlo al 
compartimento extracelular en respuesta a señales específicas que podrían 
estar mediadas por GIP90. De acuerdo con esta línea de pensamiento las 
proteínas GIP que aparecen asociadas a GPBP-1 en músculo son GIP130 y su 
derivado GIP90 (Fig. 65) activador e inhibidor de la autofosforilación de 
GPBP-1 respectivamente.  
Los ratones Tg-hGPBP-1 no muestran un fenotipo evidente pero son 
propensos a fatigarse, y desarrollan agregados tubulares (AT) en espacios 
intermiofibrilares tras ejercicio físico extenuante (Figs. 32 y 35). Los AT son 
estructuras membranosas aberrantes originadas a partir del RS que se han 
observado también en ratones knockout de caveolina (Schubert et al. 2007) y 
en otros modelos animales (Amthor et al. 2007) con escasa resistencia a la 
fatiga. En seres humanos los AT se asocian a numerosas miopatías como 
mialgias, rampas y glicogenosis tipo X, que también produce fatiga muscular 
(Alonso-Losada et al. 1998; Oh et al. 2006). Se ha postulado que los AT son 
estructuras que captan el exceso de Ca2+ en el citosol, y que podrían aparecer 
en respuesta a una homeostasis alterada del Ca2+ y estrés de retículo (Salviati 
et al. 1985; Chevessier et al. 2005). La alineación del RS con las miofibrillas 
influye en la eficacia de la liberación de Ca2+ (Takekura et al. 2001). Como 
posible causa de la formación de AT se ha propuesto recientemente la pérdida 
de anclaje del RS a la miofibrilla a partir de estudios con proteínas como la 
obscurina y la tropomodulina que establecen anclajes entre las miofibrillas y el 
RS (Schiaffino, 2012). La abolición de la expresión de la obscurina en 
C. elegans (Spooner et al. 2012) y de tropomodulina en ratones (Gokhin y 
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Fowler 2011) produce desestructuración del RS y alteración del movimiento del 
Ca2+ en los músculos. Concebiblemente, la formación de AT en ratones 
Tg-GPBP-1 después de esfuerzo físico extenuante podría indicar que como 
hemos propuesto, GPBP-1 participa en un puente molecular que estabiliza el 
alineamiento RS y miofibrilla, estableciendo anclajes entre ambas estructuras 
que garantizan la adecuada movilidad del Ca2+ en la contracción muscular. La 
estabilidad del puente molecular dependerá necesariamente o de la mayor 
afinidad de VAP-A hacia el dímero GPBP-1-GIP130 o de la mayor afinidad de 
GIP130 por VAP-A-GPBP-1 o ambos en comparación con la afinidad de VAP-A 
o GIP130 por GPBP-1 libre. En condiciones de poca exigencia física la 
presencia de niveles elevados de GPBP-1 libre y la ligera distorsión que esta 
expresión elevada le imprimen a la estabilidad del puente molecular no tendría 
repercusiones ni funcionales (fatiga) ni estructurales (formación de AT). Estas 
manifestaciones sí que se pondrían de manifiesto después de un estrés físico 
donde la movilidad del Ca2+ se vería comprometida y se formarían AT.  
 
4.9 El papel de las proteínas GPBP y GIP en la organización del 
citoesqueleto en los miocitos abre nuevas vías de investigación. 
 
Los miocitos son células con un prominente citoesqueleto altamente 
especializado. En general se acepta que las interacciones que encontremos en 
la célula muscular tendrán un refrendo en las células no musculares. En este 
sentido, la expresión diferencial y mayormente coordinada de GPBP y GIP 
(Raya et al. 1999 y 2000; Revert-Ros et al. 2011) en el resto de los tejidos 
sugiere que estas dos familias de proteínas desempeñan un papel en la 
organización del citoesqueleto y en funciones relacionadas tales como 
131 
CONCLUSIONES FINALES 
migración y división celular. En este sentido, en nuestro laboratorio hemos 
puesto de manifiesto que un inhibidor de la actividad cinasa de GPBP y 
tambien una expresión elevada de GIP130 inhiben la migración de células 
tumorales. Por otro lado, Todas las proteínas parálogas que presentan dominio 
CortBP2 (L-FILIP, CTTNBP2 y CTTNBP2NL) se han relacionado con el 
citoesqueleto de actina, y algunas se expresan específicamente en 
determinados tejidos. Interesantemente, CTTNBP2 se expresa 
preferentemente en el cerebro donde nuestros resultados indican que las 
proteínas GIP se expresan a niveles muy bajos, sugiriendo que quizás en el 
cerebro CTTNBP2 sustituye a GIP en su papel de regular la organización del 
citoesqueleto. Similarmente, CTTNBP2NL que se expresa preferentemente en 
la piel (Chen et al. 2012) podría ser la contrapartida de GIP en este tejido. 
Futuros estudios de interacción de GPBP con estas proteínas aportarán nuevos 
datos relacionados con su función biológica.  
Finalmente, si comprobamos que el motivo PxxPxxPxxP de GIP130 y 
FILIP1L-102 se une al dominio SH3-like de la miosina muscular en los tejidos 
no musculares también lo podrían hacer con las miosinas no musculares de 
tipo II, que son similares a las musculares en estructura primaria y sencundaria. 
GIP130 podría inhibir la migración celular en tejidos no musculares mediante 
interacción con miosinas no musculares, que a su vez se unen a la actina y 
participan en la migración celular (Vicente-Manzanares et al. 2009). Investigar 
la relación entre GIP130 y GPBP-1 con miosinas no musculares de tipo II 
puede desvelar claves sobre el control de la migración celular y sobre formas 
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